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略語表 
 
ADME  Adsorption Distribution Metabolism and Excretion 
DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 
DDS  Drug Delivery System：ドラッグ・デリバリー・システム 
DMEM  Dulbecco's modified Eagle medium 
DLS  Dynamic light scattering 
ECM  Extracellular matrix：細胞外マトリックス 
EFSA  European Food Safety Authority 
FBS  Fetal Bovine Serum 
FHHW  Full Height Half Width 
ICP  Inductively Coupled Plasma：誘導結合プラズマ 
IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry 
LA  Laser Ablation 
LDH  Lactate Dehydrogenase 
LD50  Lethal Dose, 50% 
LOD  Limit of Detection：検出限界 
MCS  Multicellular Spheroid：細胞スフェロイド 
MS  Mass Spectrometer (or Spectrometry)：質量分析装置 (もしくは分析法) 
MT  Metallothionein 
MTT  3-(4,5-di-methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
NIT  National Institutes of Health 
NP  Nanoparticle：ナノ粒子 
PBS  Phosphate buffer saline；リン酸緩衝溶液 
PVP  Polyvinylpyrrolidone 
ROI  Region of interest 
SF  Sector Field：二重収束型 
SOD  Superoxide Dismutase 
TBS  Tris-Buffered Saline 
TEM  Transmission Electron Microscope 
TOF  Time of Flight  
YAG  Yttrium Aluminum Garnet 
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第１章 序論 
 
 ナノ粒子研究の背景と課題 
ナノ粒子とは、2007 年に IUPAC によって定義された、100 nm 以下の微小物質である 1。ナノ
粒子は新たに誕生したものではなく、古くから環境中にも存在しており、我々の生活において活
用されてきたものである 2。学術的な歴史としては 19 世紀中期には既にコロイド粒子の一つとし
て、Michael Faraday をはじめとした研究者の関心を集めていた 3。近年になって広く認知される
ようになった背景には、顕微鏡等の技術革新が理由の一つとしてある。ナノテクノロジー関連の
開発投資には、IUPAC に定義される前である 2005 年の時点で既に、米国にて約 10 億ドル、欧
州にて約 600 億ドル、日本では約 800 億ドルに達した。投資先には、触媒、電子材料、医薬品、
香粧品、食品、エネルギーを含む環境分野と幅広い領域が含まれた。また、1999 年時点と比較す
ると約 7 倍に及び、関連の技術の開発や応用が加速度的に増加した事がわかる 2。ナノ粒子は、原
材料とは異なった特徴的な物理的性質を有し 4、特に金属を材料とするナノ粒子は工業的な加工
の容易さから、幅広い用途で用いられている。Figure 1 に金属ナノ粒子が活用されている分野・
用途についてまとめたものを図示する。一例として、加工食品や日焼け止めクリームにおいて分
散剤として添加されている 5, 6。次に、我々の人体におけるナノ粒子のサイズスケールについて
Table 1 に示す。ナノ粒子は、我々の血液中を巡り酸素運搬を行うヘモグロビン（6.5 nm）、代謝
や免疫に関わる酵素や抗体（2-200 nm）と同スケールであることから、細胞への取り込みや生体
毒性が懸念される 7, 8。ナノ粒子の曝露経路は、製品からだけでなく、工業プロセスや環境（大気、
水、生態系）を介することが報告されている 9。このような背景から、欧米を中心としてナノ粒子
の人体への安全性を疑問視する声が高まっており、それらを適切に評価できる手法の確立が強く
求められている。 
 
  
Figure 1. 金属ナノ粒子が活用されている分野および用途を示した図． 
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Table 1. 生体分子および微生物のサイズ． 
 Size Ref. 
Glucose 1 nm 
Jeevanandam et al. 10 
DNA 2.2-2.6 nm 
Average size of proteins 3-6 nm 
Hemoglobin 6.5 nm 
Ribosomes 25 nm 
Enzymes and antibodies 2-200 nm 
Width of E. coli 500 µm Turkowyd et al. 11 
Lymphocytes 7-10 µm Alhede et al. 12 
 
 
 ナノ粒子の安全性評価における課題 
2019 年に、EU 主催のナノテクノロジーの安全性に関する研究プロジェクト（NanoReg2)が、
ナノ材料の種類や用途によってグルーピングし、急速に拡大するナノテクノロジーの発展に柔軟
に対応すべきであるとの主旨で、法整備の在り方についてのコメントが発表された 13。しかしな
がら、安全性やそれらの評価方法については十分な知見が蓄積されていないため、現在も議論や
研究が活発に行われている。 
毒性評価手法に関しては、2018 年に European Food Safety Authority  (EFSA)によって、食
品等に用いられているナノ粒子及びナノテクノロジーについてのヒトおよび動物の健康に対する
リスクアセスメントについてのガイダンスが発表された 14。そこでは、一般的な化学物質と同様
の in vitro における LDH leakage assay や MTT reduction assay による細胞障害や生存率を評
価する手法や、in vivo での実験動物を用いた ADME 試験による生体毒性の評価法について記述
されている。一方、当該報告書では、動物保護の観点における動物実験における 3R の原則
（Replacement, Reduction, and Refinement）の厳格化が求められる世界情勢への対応も考慮さ
れており、今後は in vitro での試験結果と原材料の既知情報から、生体毒性を見積もるアプロー
チの重要性が言及された。つまり、これまで以上に in vitro 試験の妥当性が重要となる。しかし
ながら、提案されている in vitro 試験法は、浮遊細胞や 2 次元的に培養された細胞が用いられて
おり、主に細胞に取り込まれた後の影響を評価する手法となっている。 
ナノ粒子は生体組織に取り込まれる際、立体構造と物理的に相互作用することが容易に想定さ
れる。具体的には、曝露されたナノ粒子の形状や表面状態によって、細胞に取り込まれる際の作
用機序に差異が生じると考えられる。実際に、動物実験モデルと 2 次元的に培養された細胞モデ
ルとの評価結果の比較において、立体構造に起因するギャップがしばしば問題となる 15。したが
って、生体毒性を評価する上では、細胞に取り込まれた後の毒性だけでなく、細胞に取り込まれ
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るまでの経路を考慮することも重要である。生体組織において、細胞は細胞外マトリックスと呼
ばれる 3 次元構造体に埋没する形で存在しており細胞同士はその細胞外マトリックスを介してコ
ミュニケーションを行っている。細胞外マトリックスは、主に細胞が分泌するコラーゲンや多糖
類によって構成される。特に、コラーゲンは生体における全タンパク質の約 30％を占めており、
生体組織の立体構造を形成する役割を有している。コラーゲン分子は、自己会合してコラーゲン
原繊維を形成する 16, 17。このコラーゲン原繊維がさらに折り重なることで、立体的なポリマーネ
ットワークを形成する 18-20。コラーゲン繊維の概略図を Figure 2 に示す。その他の生体組織の特
徴には、組織表面部と内部で生じる栄養素の濃度勾配がある。例えば、溶存酸素の浸透限界は組
織表面から約 200 µm と報告されている 21。したがって、200 µm より深部にある細胞は酸素濃度
が低い嫌気性雰囲気に晒され、十分量の酸素が供給される好気性雰囲気下の細胞とは異なる代謝
状態であることが容易に想像できる。2 次元培養細胞モデルと生体組織中での細胞を取り巻く環
境についてまとめたものを Table 2 に示す。 
上記した理由から、ナノ粒子の動態評価には、細胞への取り込みだけでなく細胞外マトリック
スから構成される 3 次元構造体に対する物理的な相互作用も考慮する必要があると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. コラーゲン分子により構成されるポリマーネットワークの概略図． 
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Table 2. 2 次元培養モデルと生体組織中における細胞を取り巻く環境．  
 2 次元培養モデル 生体組織 
相互作用（細胞-細胞） △ 〇 
相互作用（細胞-ECM※１） × 〇 
栄養液※2との接触 均一 濃度勾配あり 
立体構造 × 〇 
※1 ECM：細胞外マトリックス 
※2 栄養液：培養培地もしくは血液を含む生体液 
 
 
 3 次元培養細胞モデルについて 
近年、2 次元培養細胞モデルと生体組織との橋渡しとして細胞スフェロイド（MCS）の活用が
注目されている 22, 23。MCS は、培養容器内において細胞同士の接着を促し形成された細胞凝集体
であり、生体組織を模倣した細胞モデルとして位置付けられている。MCS は 1944 年に Holtfreter
によって初めて in vitro で作製された 24。当初は、寒天被覆により培養容器への接着を抑制した
ペトリ皿上で胚細胞を培養し作製された。本研究ではこの手法を非細胞接着培養法と呼ぶことと
した。非細胞接着培養法の概略図を Figure 3 に示す。通常のペトリ皿では播種後の細胞は速やか
に培養容器底面へと接着、伸長するが、寒天被覆したペトリ皿上では細胞は球状で維持される。
当該研究では、単一の受精卵から 3 次元構造を有した MCS の作製に成功した。その後の 1952 年
には Moscona が、酵素処理により単一細胞化された胚細胞の懸濁液から MCS を作製する事に成
功し、MCS 作製のスループットが大幅に改善されたことで実験モデルとしての実用性が向上した
25。その後も多くの研究者によって、MCS 作製方法の開発・改良が行われた。今日において用い
られている代表的な手法には、非細胞接着培養法の他にハンギングドロップ法、回転培養法等が
ある 26。これらの手法に共通するコンセプトは、Hoftfreter が開発した手法と同じく細胞接着を
抑制することである。ハンギングドロップ法（Figure 4）は、培養プレートから細胞を含む培地の
液滴を吊るした状態で培養するものであり、小さなスペースで多量の MCS を同時に作製できる
が、播種できる細胞数には制限がある。また、培養培地の交換も容易でないため、曝露評価モデ
ルとしての活用には適していない。回転培養法（Figure 5）は、細胞懸濁液を緩やかに攪拌しなが
ら培養し、細胞同士の接着を促す手法である。本手法は多量の細胞を同時に導入できるが、形成
されるMCSサイズや形状のコントロールは容易ではない。生体組織の立体構造を再現する上で、
細胞外マトリックスの主成分であるコラーゲンの分泌量に関与する細胞種や播種細胞数は、非常
に重要な因子であると考えられる。しかしながら、MCS を形成する細胞数は報告例によって様々
であり、研究結果間の比較は困難である 27-31。 
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Figure 3. 非細胞接着培養法の概略図． 
Figure 5. 回転培養法の概略図． 
Figure 4. ハンギングドロップ法の概略図． 
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 ナノ粒子動態解析のための 3 次元細胞評価モデルについて 
生体組織に対するナノ粒子動態をシミュレートするには、コラーゲン線維が複雑に折り重なっ
た環境を in vitro において再現することが重要である。しかしながら、MCS を形成する細胞種や
播種細胞数は報告例によって様々であり、かつ播種細胞数とナノ粒子の取り込み挙動の関係性を
解析した研究の報告例はない。そこで本研究では、ナノ粒子動態評価のための MCS モデルの提
案を目的とし、播種細胞濃度とナノ粒子の取り込みとの関係性評価を実施する。生体組織モデル
としての MCS の作製には、細胞の選択も重要である。Priwitaningrum らは、腫瘍細胞と繊維芽
細胞のそれぞれから作製された MCS を比較し、線維芽細胞から作製された MCS では、コラーゲ
ン含量が非常に高いことを発見した 32。上述したように、コラーゲンは細胞外マトリックスの主
要成分の一つであり、生体組織における立体構造形成や細胞同士の接着において重要な役割をも
つ。繊維芽細胞は、そのコラーゲンを多量に分泌する特徴を有し、生体組織を構成する上で非常
に重要な役割を担っている。 
そこで本研究では、MCS モデルの作製に線維芽細胞を用いることとした。 
 
 ナノ粒子動態解析における分析方法について 
本研究では、ナノ粒子の取り込みおよび空間分布解析において粒子自体を直接検出できる手法
として、レーザーアブレーション-誘導結合プラズマ質量分析法（以下、LA-ICP-MS）による新た
なナノ粒子の毒性評価手法を提案する。LA-ICP-MS は、レーザーアブレーション法（以下、LA）
によるマイクロサンプリング技術と誘導結合プラズマ質量分析法（以下、ICP-MS）を組み合わせ
た元素イメージング手法である。LA-ICP-MS の概略図を Figure 6 に示す。LA-ICP-MS は、µm
サイズに集光したレーザー光を分析試料に照射し、生成したエアロゾルを ICP にて原子化、イオ
ン化し、生じたイオンを質量分析装置にて検出する分析法である。ICP-MS は検出のダイナミッ
クレンジが広いも特徴の一つであり、MCS に集積したナノ粒子から、極微量の内因性ミネラルま
でを同一の装置で検出可能であると見込まれる。MCS を LA-ICP-MS 法で最初に分析した例は、
2016 年の Theiner らによって報告された 33。この研究は、MCS に取り込まれた抗がん剤である
低分子白金化合物の局在を視覚的に解析したものである。その後の研究では、取り込まれた抗が
ん剤が腫瘍内部の Necrotic core に高度に集積している様子を定性的に明らかにし、創薬開発のス
クリーニングにおける MCS 活用において一定の有用性を示した 34。しかしながら、これらの研
究における評価モデルでは、腫瘍細胞のみから作製された MCS が用いられた。そのため、上記し
た細胞外マトリックスの形成が不十分であると考えられ、生体組織における動態とのギャップが
懸念される。特にナノ粒子を対象とした場合では、動態評価結果間のギャップがより顕著になる
と考えた。そこで本研究では、細胞外マトリックスの主要成分であるコラーゲン分泌を担う線維
芽細胞を材料とし、生体と同様の立体構造を有する MCS モデルの構築を目的とした。 
in vitro でナノ粒子動態解析を実施する際の問題点の一つとして、MTT assay 等の評価用色素
とナノ粒子との間で生ずる干渉作用に起因する評価結果への影響が報告されている 35, 36。この干
渉作用はナノ粒子のサイズや表面状態により異なることも報告されているが、物質毎に評価法を
バリデートすることは実用性の面で現実的ではない。ナノ粒子動態を定量的に評価できることは、
毒性および薬効を評価する上で非常に有用であると考える。アルゴンからなる ICP は、周期表上
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のほぼ全ての元素を高い効率でイオン化可能であり、夾雑物による干渉の影響が小さいことから
定量分析に適したイオン化源である。本研究では、ICP-MS の特徴を活かし、ナノ粒子の動態お
よび毒性を定量的に評価できる手法開発を目的とした。 
金属ナノ粒子の毒性は、主として金属イオンが溶出することで惹起される酸化ストレスに起因
すると考えられる。酸化ストレスを受けた細胞は、抗酸化酵素を誘導することで無毒化する防御
機構を有する。抗酸化酵素の多くはミネラルを補因子とした金属たんぱく質である。 
上記を考慮し、本研究では内因性ミネラルを毒性マーカーとした新たな評価法としての実現可
能性について検討および議論を行った。 
 
 
 
 
  
Figure 6. LA-ICP-MS 装置の概略図． 
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 ナノ粒子動態解析法の創薬研究への活用について 
ナノ粒子の新たな用途の一つとして、ドラッグ・デリバリー・システム（以下、DDS）におけ
る輸送体としての応用が有望視されている 37-39。この研究コンセプトは、薬効を持つ成分をナノ
粒子化した物質もしくは薬効成分をナノ粒子に担持させた複合体を、体内循環を経て病変部位選
択的に輸送させることである。輸送の選択性を向上させるアプローチの一つとして、ターゲット
細胞特異的な抗原に作用する抗体を結合させる方法がある。実際に、ナノ粒子表面に抗体を結合
させることで、免疫抗体反応により特定の培養細胞への取り込み選択性が著しく向上することが
報告されている 40, 41。このアプローチは、投薬量の減量化だけでなく副作用低減にも寄与し、患
者の生活の質（Quality of Life）向上に貢献できると期待されている。DDS をデザインする上で
は、ナノ粒子の生体内での挙動を深く理解する事が重要である。 
そこで本研究では、ナノ粒子が生体組織モデルに取り込まれる様子を定量的に評価し、その作
用機序を解析することとした。本研究にて得られる知見は、DDS におけるナノキャリアの開発に
貢献できるものと考える。 
 
 小括 
 本研究では繊維芽細胞をモデル細胞として用い、①ナノ粒子動態解析モデルとしての MCS 作
製法の最適化、②MCS の元素定量イメージング法の確立、③MCS へのナノ粒子曝露に起因する
細胞毒性評価のフィージビリティスタディ、および④MCS にナノ粒子が取り込まれる作用機序解
析を実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
13 
 
第２章 実験方法 
 
 MCS を用いたナノ粒子曝露モデルの構築 
 
２－１－１ 細胞非接着処理をしたウェルプレートへの細胞懸濁液の播種 
[実験装置・器具] 
Nunclon™ Sphera™: a non-cell culture-treated round bottom 96-well plate (VWR International 
GmbH, Darmstadt, Germany) 
Corning® 96 Well TC-Treated Microplates：a non-cell culture-treated flat bottom 96-well plate 
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
 
[細胞] 
マウス繊維芽細胞：NIH-3T3 cells (Swiss albino mouse fibroblast cells, DSMZ, Braunschweig, 
Germany) 
[培養条件] 
温度：37℃ 
炭酸ガス分率：5% 
 
[試薬] 
Dulbecco's modified Eagles medium (DMEM) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
Fetal bovine serum (FBS) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). 
 
[実験手順] 
本研究における細胞培養実験は、特筆しない限りクリーンルーム内で実施した。トリプシン処
理後の繊維芽細胞を含む懸濁液を培養培地（10％FBS を含む DMEM 培地）にて 40,000 cells/300 
µL に希釈した。非細胞接着処理された市販の 96 穴ウェルプレートに、希釈した細胞懸濁液を 300 
µL ずつ注入した。培養時、ウェルプレートは培養装置内に静置した。4 日に 1 度、各ウェルに対
して培地量の半分である 150 µL を新鮮な培地に交換した。 
 
２－１－２ 顕微鏡観察 
[実験装置] 
AE2000：光学顕微鏡：Motic (Xiamen) Electric Group Co., Ltd., Xiamen, China 
 
[実験手順] 
96 穴ウェルプレート底部に位置する MCS の外周に焦点をあて写真を撮影した。直径は、装置
付属の校正指標に基づいて校正および測定を実施した。 
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２－１－３ MCS の薄切作製法の確立 
[実験装置・器具] 
プラスチック容器：Cryomold® (Sakura Finetek USA, Inc., California, USA) 
包埋剤：Tissue-Tek® (Sakura Finetek USA, Inc.) 
凍結切片作製機： CM3050S (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Germany) 
ポリマー製スライド：Nunc™ Thermanox™ Plastic coverslip (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA) 
 
[試薬] 
エオシン：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
Tris buffered saline (TBS)： (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
 
[実験手順] 
MCS を含む各ウェルから上清 150 µL を取り除き、先端部を 1 mm 程度カットした 300 µL 容
量のピペットチップを装着したマイクロピペットを用いて、ウェル底部に位置する MCS を採取
し、1.5 mL容エッペンドルフチューブに回収した。チューブに100 µLのエオシン溶液（0.5 w/v%）
を添加し、1 分間処理した。その後 TBS 溶液 500 µL を加え、上清を取り除く操作を 3 回繰り返
し、培地成分及び表面に付着した Ag NP を除去した。Tissue-Tek®を半分量程度満たしてあるプ
ラスチック製容器(1×1×0.5 mm)に洗浄後の MCS を移し、Tissue-Tek®を添加して包埋した。
包埋された MCS を薄切作成までの間、-80℃にて保管した。凍結切片作製機にて、包埋ブロック
を 20 µm 厚の薄切に切り出し、ポリマー製スライドに設置した。 
 
 
２－１－４ DAPI 染色 
[実験装置・器具] 
蛍光顕微鏡：SZX16 (Olympus, Tokyo, Japan) 
波長フィルター：Fluorescence filter cube (U-MWU2, Olympus) 
 
[試薬] 
DAPI (4',6-diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride)：(Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 
TBS：(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
 
[DAPI の検出] 
励起波長：360 nm 
蛍光波長：460 nm 
 
[実験手順] 
ポリマー製スライド上に設置された MCS 薄切を、5 µg/mL DAPI 水溶液 100 µL に浸漬させ、
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5 分間反応させた。その後、TBS にて 2 回洗浄した。反応後の MCS 薄切を蛍光顕微鏡にて観察
した。 
 
 
２－１－５ アニリンブルー染色 
[試薬] 
Aniline blue solution：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).  
トリス生体緩衝溶液(TBS)：(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
1%酢酸水溶液：(AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany) 
 
[実験手順] 
ポリマー製スライド上に設置された MCS 薄切を、1%酢酸水溶液で 0.1％に希釈した Aniline 
blue 水溶液 100 µL に浸漬させ、3 分間反応させた。その後、1%酢酸水溶液にて 2 回洗浄した。
反応後の MCS 薄切を光学顕微鏡にて観察した。 
 
 
２－１－６ 単一細胞のサイズ測定 
[実験装置・器具] 
ハンディ型自動セルカウンター：SceptorTM 2.0（Merck KGaA, Darmstadt, Germany） 
 
[実験手順] 
トリプシン処理後の細胞懸濁液を SceptorTMに導入し、細胞濃度、サイズを測定した。 
 
 
２－１－７ ナノ粒子の曝露 
[試薬] 
Ag NPs （φ50 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
他、２－１－１項参照 
 
[実験手順] 
２－１－１項に基づいて 6 日間培養された MCS(40,000 cells/well)を含む各ウェルから、上清
150 µL を取り除き、10 µg Ag/mL の Ag NPs （φ50 nm, citrate-coating) を含む培地を同容量
添加した。インキュベータ内で 24 時間曝露した各 MCS の形態を光学顕微鏡にて観察した。 
 
 
 MCS の元素定量イメージング法の確立 
 
２－２－１ 非接触型ピエゾ素子駆動微小液滴生成機（SpotterTM）のバリデーション 
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[実験装置・器具] 
非接触型ピエゾ素子駆動微小液滴生成機：SpotterTM (Scienion US Inc., Berlin, Germany) 
ヒートブロックミキサー：Thermomixer Confort (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 
誘導結合プラズマ-二重収束型質量分析装置（ICP-SF-MS）：ELEMENT XR (Thermo Fisher 
Scientific, Bremen, Germany) 
 
[装置条件] 
＝SpotterTM＝ 
印可電圧：46 V 
液滴生成頻度：500 Hz 
 
＝ICP-MS= 
 ICP-SF-MS 
Mass spectrometer Sector field 
Plasma gas flow rate 16 L/min Ar 
Auxiliary gas flow rate 1.05 L/min Ar 
Material of cone Nickel 
Selected isotope 109Ag 
Integration time 10 ms 
Make-up gas flow rate 0.945 L/min Ar 
Scanning mode E scan 
Integration time 2 ms 
Mass window 125% 
Samples per peak 20 
Magnet duration  10 ms 
 
[試薬] 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
Phosphate buffered saline（PBS）：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
硝酸(60 w/v%)：(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
 
[実験手順] 
＝生成液滴の重量測定＝ 
SpotterTMのシステム上にて、生成する液滴サイズを 350 pL として設定した。Ag NP を懸濁さ
せた PBS 溶液および硝酸溶液 (0.1 mol/L) を用いて、100,000 液滴を生成させ 1.5 mL 容エッペ
ンドルフチューブにそれぞれ回収（n=6）した。その後、マイクロバランスにて回収した液滴の重
量を測定した。 
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＝懸濁された Ag NP の回収率＝ 
Ag NP を懸濁させた PBS 溶液を用いて、10,000 液滴を生成させ 1.5 mL 容エッペンドルフチ
ューブに回収した。回収した各チューブ（n=6）に硝酸溶液 (60 w/v%) を 100 µL 添加し、95℃
のヒートブロック上で 1 時間加温した。その後、10 ppb のインジウム（In）を含む硝酸溶液 (0.1 
mol/L) を 400 µL 添加したものと分析試液とした。分析試液はネブライザーを通して ICP-SF-MS
に導入し、109Ag および 115In を検出し、外部検量線法にて定量した。 
 
 
２－２－２ SpotterTMによる検量線用標準試料の作製 
[実験装置・器具] 
ポリマー製スライド：Nunc™ Thermanox™ Plastic coverslip (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA) 
他、２－２－１項参照 
 
[試薬] 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
PBS：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). 
エオシン：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). 
 
[実験手順] 
Ag NP 懸濁液を PBS にて、5、25、および 50 particles/350 pL の濃度に希釈し、検量線用標
準溶液とした。各溶液を SpotterTM にてポリマー製スライド上に液滴を生成させた。目視での確
認が困難な検量線用標準溶液の液滴の位置を示す目的で、生成させた液滴の外周には赤色の 0.5% 
エオシン溶液の液滴を別途設置した。 
 
 
２－２－３ LA-ICP-MS 法による検量線用標準試料の分析 
 [実験装置・器具] 
誘導結合プラズマ-二重収束型質量分析装置（ICP-SF-MS）：ELEMENT XR (Thermo Fisher 
Scientific, Bremen, Germany) 
レーザーアブレーション装置（LA）：NWR213 (Electro Scientific Industries, Inc, Portland, USA) 
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[装置条件] 
＝ICP-MS= 
 ICP-SF-MS 
Mass spectrometer Sector field 
RF plasma source power 1350W 
Plasma gas flow rate 16 L/min Ar 
Auxiliary gas flow rate 0.8 L/min Ar 
Material of cone Nickel 
Make-up gas flow rate 0.8 L/min Ar 
Mass resolution (m/Δm) 300 
Selected isotope 109Ag 
Scanning mode E scan 
Integration time 2 ms 
Mass window 5% 
Samples per peak 100 
Magnet duration  10 ms 
 
＝LA= 
 NWR213 
Laser source Nd:YAG 固体レーザー 
Wave length 213 nm 
Carrier gas flow rate 1.0 L/min He 
Laser fluence 1.0 J/cm2 
Repetition frequency 20Hz 
Laser spot size 175 µm（円形） 
Laser warm up time 5 s 
Ablation mode Single shots (10 times for single spot) 
 
[実験手順] 
LA のソフトウェア上において、ポリマー製スライド上に設置された検量線用標準溶液の微小
液滴の位置を 175 µm の円形レーザーにて設定した。検量線用標準溶液がポリマー製スライドか
ら完全に除去されるように、各液滴において 10 回のレーザーを照射した。レーザー照射により生
成した試料を含むエアロゾルは、He ガスにより誘導結合プラズマ（ICP）に輸送され、イオン化
された後、質量分析部にて検出された。それぞれの微小液滴に含まれる Ag NP 数を横軸とし、得
られた信号強度を縦軸にプロットした。 
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２－２－４ LA-ICP-MS 法による薄切のイメージング分析 
[実験装置・器具] 
イメージングソフトウェア：iQuant2+（東京工業大学 鈴木らにより開発・提供頂いた）42 
他、２－２－３項参照 
 
[装置条件] 
＝ICP-MS= 
 ICP-SF-MS 
Mass spectrometer Sector field 
RF plasma source power 1350W 
Plasma gas flow rate 16 L/min Ar 
Auxiliary gas flow rate 0.8 L/min Ar 
Material of cone Nickel 
Make-up gas flow rate 0.8 L/min Ar 
Mass resolution (m/Δm) 300 
Selected isotope 31P, 63Cu, 66Zn, 79Br, 109Ag 
Scanning mode E scan 
Integration time 2 ms 
Mass window 5% 
Samples per peak 100 
Magnet duration  10 ms 
 
＝LA= 
 NWR213 
Laser source Nd:YAG 固体レーザー 
Wave length 213 nm 
Carrier gas flow rate 1.0 L/min He 
Laser fluence 1.0 J/cm2 
Repetition frequency 20Hz 
Laser spot size 15 µm（円形） 
Laser warm up time 5 s 
Ablation mode Line scan 
Scan speed 8 µm/s 
Distance between lines 13 µm 
 
 
[実験手順] 
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各ラインスキャンデータは ICP-SF-MS ソフトウェア上で、クロマトグラムとして保存した。
Excel マクロを用いて ICP-SF-MS より読み出された各ラインスキャンデータを、イメージングソ
フトウェア（iQuant2+）への導入可能なフォーマットへと変換した。iQuant2+にて変換された各
同位体イメージは、ソフトウェア上で png 形式の画像ファイルに読み出された。 
 
 
２－２－５ 酸分解法 
[実験装置・器具] 
ヒートブロックミキサー：Thermomixer Confort (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) 
誘導結合プラズマ－二重収束型質量分析装置（ICP-SF-MS）：ELEMENT XR (Thermo Fisher 
Scientific, Bremen, Germany) 
 
[装置条件] 
＝ICP-MS= 
 ICP-SF-MS 
Mass spectrometer Sector field 
Plasma gas flow rate 16 L/min Ar 
Auxiliary gas flow rate 1.05 L/min Ar 
Material of cone Nickel 
Selected isotope 31P, 63Cu, 66Zn, 109Ag 
Integration time 10 ms 
Make-up gas flow rate 0.945 L/min Ar 
Scanning mode E scan 
Integration time 2 ms 
Mass window 125% 
Samples per peak 20 
Magnet duration  10 ms 
 
[試薬] 
硝酸(60 w/v%)：(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
インジウム標準溶液：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
 
[実験手順] 
MCS 薄切が設置されたポリマー製スライドを非金属性のカッターナイフにて約 1 mm 四方に
カットし、1.5 mL 容エッペンドルフチューブに添加した。MCS 薄切を含むチューブに硝酸溶液 
(60 w/v%) を 100 µL 添加し、95℃のヒートブロック上で 1 時間加温した。その後、10 ppb のイ
ンジウム（In）を含む硝酸溶液 (1 w/v%) を 400 µL 添加したものと分析試液とした。分析試液は
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ネブライザーを通して ICP-SF-MS に導入し、31P、63Cu、 66Zn、 109Ag、および 115In を検出し、
別途作成した検量線に基づいて各元素を定量した。 
 
 
２－２－６ ImageJ による総 Ag 量の積算 
[実験装置] 
テキストイメージデータ処理ソフトウェア：ImageJ（NIH）43 
 
[実験手順] 
iQuant2+にて、画像化された 31P および 109Ag の同位体イメージを csv. 形式のマップデータと
して読み出した。31P マップデータを ImageJ に読み込み、ROI （Region of interest）機能にて
31P 信号に基づいた MCS 薄切の領域を設定した。その後、展開した 109Ag マップデータ上で、先
に設定した MCS 薄切領域内の信号強度を積算した。積算したデータは、２－２－２項にて作成
した外部検量線を用いて定量した。 
 
２－２－７ 異なる播種細胞での MCS 作製 
[実験手順] 
トリプシン処理により繊維芽細胞を含む細胞懸濁液を培養培地（10％ FBS を含む DMEM 培
地；以下、培地とする）にて所定濃度（以下に示す）に希釈を行った。 
１、500 cell/300 µL 
２、2,500 cell/300 µL 
３、5,000 cell/300 µL 
４、10,000 cell/300 µL 
５、20,000 cell/300 µL 
６、30,000 cell/300 µL 
７、40,000 cell/300 µL 
細胞接着を防止する親水性ポリマーにて処理された市販の 96 穴ウェルプレートに各細胞懸濁
液を 300 µL ずつ注入した。培養時、ウェルプレートは培養装置内に静置された。 
4 日に 1 度、各ウェルに対して培地量の半分である 150 µL を新鮮な培地に交換した。 
 
 
２－２－８ ImageJ によるラインスキャン 
[実験手順] 
iQuant2+にて、画像化された 31P および 109Ag の元素イメージを csv.形式のマップデータとし
て読み出した。31P マップデータを ImageJ に読み込み、スキャンするラインを設定し、ROI と
して保存した。31P および 109Ag のマップデータ上で先に設定したラインに沿って信号強度をスキ
ャンし、Excel 上でプロットした。 
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 細胞スケールの空間分解能を有した多元素同時定量イメージング法の開発 
 
２－３－１ SpotterTMによる多元素標準微小液滴のプリント 
[実験装置・器具] 
非接触型ピエゾ素子駆動微小液滴生成機：SpotterTM (Scienion US Inc., Berlin, Germany) 
 
[試薬] 
ICP 分析用多元素標準溶液（元素は以下に別途記載）：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
リン標準溶液：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
硫黄標準溶液： (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
硝酸(60 w/v%)：(Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Germany) 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
 
[多元素標準溶液に含まれる元素] 
Ag, Al, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, Tl, および Zn 
 
[実験手順] 
多元素標準溶液、リン標準溶液、および硫黄標準溶液をそれぞれ混合し、1％硝酸水溶液にて希
釈し、各元素濃度が 100 µg/mL の混合標準溶液とした。次に混合標準溶液を 1%硝酸水溶液にて、
0.1、 1、および 10 ng/mL に希釈したものを多元素希釈標準溶液とした。また、Ag NP 懸濁液を
PBS にて 50 particles/350pL の濃度にしたものをナノ粒子希釈標準溶液とした。各溶液を
Spotter™にてポリマー製スライド上に液滴を生成させた。目視での確認が困難な検量線用標準溶
液の液滴の位置を示す目的で、生成させた液滴の外周には赤色の 0.5% エオシン溶液の液滴を別
途設置した。 
 
 
２－３－２ LA-ICP-TOF-MS 法による分析 
[実験装置・器具] 
誘導結合プラズマ-時間飛行型質量分析装置（ICP-TOF-MS）：icpTOF 2R  (TOFWERK AG, 
Thun, Switzerland) 
レーザーアブレーション装置（LA）： Analyte Excite excimer-based laser ablation system 
(Teledyne Photon Machines, Bozeman, MT) 
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[装置条件] 
＝ICP-MS= 
 icpTOF 2R 
Mass spectrometer Time of flight 
RF plasma source power 1400W 
Plasma gas flow rate 15 L/min Ar 
Auxiliary gas flow rate 0.9 L/min Ar 
Material of cone Nickel 
Make-up gas flow rate 1.1 L/min Ar 
Mass resolution (m/Δm) 
6000 (m/Δm: Full height half width; 
FHHW; in the mass range of up to 238U)  
Selected isotope 以下、別表参照 
Dwell time 20 ms 
 
 
＝Selected isotopes= 
 
12C 13C 14N 15N 16O 18O 23Na 24Mg 
25Mg 26Mg 27Al 28Si 29Si 30Si 31P 31NO 
32S 33S 34S 35Cl 36S 36Ar 37Cl 37ArH 
38Ar 39K 39ArH 40Ar 40Ca 41K 42Ca 43Ca 
44Ca 45Sc 45CHO2 46Ti 46Ca 47Ti 48Ti 48Ca 
49Ti 50Ti 50Cr 50V 51V 52Cr 52ArO 53Cr 
53ClO 54Cr 54Fe 55Mn 56Fe 57Fe 57ArOH 58Fe 
58Ni 59Co 60Ni 61Ni 62Ni 63Cu 64Ni 64Zn 
65Cu 66Zn 67Zn 68Zn 68Ba2+ _69Ga 69Ba2+ 70Ge 
70Zn 71Ga 72Ge 73Ge 74Ge 74Se 75As 75ArCl 
76Se 76Ge 76ArAr 77Se 77ArCl 78Se 78Kr 79Br 
80Kr 80Se 81Br 82Kr 82Se 83Kr 84Kr 84Sr 
85Rb 86Sr 86Kr 87Sr 87Rb 88Sr 89Y 90Zr 
91Zr 92Zr _92Mo 93Nb 94Mo 94Zr 95Mo 96Mo 
96Ru 96Zr 97Mo 98Ru 98Mo 99Ru 100Ru 100Mo 
101Ru 102Ru 102Pd 103Rh 104Pd 104Ru 105Pd 106Pd 
106Cd 107Ag 108Pd 108Cd 109Ag 110Cd 110Pd 111Cd 
112Cd 112Sn 113In 113Cd 114Sn 114Cd 115Sn 115In 
116Sn 116Cd 117Sn 118Sn 119Sn 120Te 121Sb 122Te 
122Sn 123Sb 123Te 124Te 124Sn 124Xe 125Te 126Te 
126Xe 127I 128Xe 128Te 129Xe 130Xe 130Te 130Ba 
131Xe 132Xe 132Ba 133Cs 134Ba 134Xe 135Ba 136Ba 
136Ce 136Xe 137Ba 138Ba 138Ce 138La 139La 140Ce 
141Pr 142Nd 142Ce 143Nd 144Nd 144Sm 145Nd 146Nd 
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147Sm 148Sm 148Nd 149Sm 150Sm 150Nd 151Eu 152Sm 
152Gd 153Eu 154Gd 154Sm 155Gd 156CeO 156Gd 156Dy 
157Gd 158Gd 158Dy 159Tb 160Dy 160Gd 161Dy 162Dy 
162Er 163Dy 164Dy 164Er 165Ho 166Er 167Er 168Er 
168Yb 169Tm 170Yb 170Er 171Yb 172Yb 173Yb 174Hf 
175Lu 176Hf 176Yb 176Lu 177Hf 178Hf 179Hf 180Hf 
180W 180Ta 181Ta 182W 183W 184W 184Os 185Re 
186Os 186W 187Re 187Os 188Os 189Os 190Os 190Pt 
191Ir 192Pt 192Os 193Ir 194Pt 195Pt 196Pt 196Hg 
197Au 198Hg 198Pt 199Hg 200Hg 201Hg 202Hg 203Tl 
204Pb 204Hg 205Tl 206Pb 207Pb 208Pb 209Bi [220Bkg] + 
232Th 234U 235U 238U     
 
 
＝LA= 
 Analyte Excite excimer-based laser ablation system 
 シングルショットモード イメージングモード 
Laser source ArF 気体レーザー 
Wave length 193 nm 
Carrier gas flow rate 0.6 L/min He 
Laser fluence 3.0 J/cm2 
Repetition frequency 50Hz 
Laser spot size 150 µm（正方形） 10 µm 
Ablation mode 
Single shots 
(10 times for single spot) 
Line scan 
Scan speed - 8 µm/s 
Distance between lines - 10 µm 
 
[実験手順] 
ポリマー製スライドに設置された検量線用標準溶液の微小液滴もしくは MCS 薄切は、用途に
合わせて上記シングルスポットモードもしくはイメージングモードによって生成されたエアロゾ
ルとして ICP に導入された。各同位体の信号強度は MS 部にて検出された。 
 
 
 MCS 評価系を活用したアプリケーション 
 
２－４－１ 同位体イメージからのナノ粒子の集積数と内因性ミネラル濃度情報の抽出 
[実験手順] 
iQuant2+にて、画像化された各同位体イメージを csv. 形式のマップデータとして読み出した。
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31P マップデータを ImageJ に読み込み、ROI （Region of interest）機能にて 31P 信号に基づい
て、以下図のように MCS 上にランダムに同一面積で 15 ヵ所を設定した。その後、ImageJ 上に
展開した各同位体マップデータ上で、先に設定した領域内の信号強度を積算し、Excel 上でプロ
ットした。 
 
２－４－２ 異なる種類のナノ粒子の曝露 
[試薬] 
Ag NP（φ5 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
Ag NP（φ20 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
Ag NP（φ20 nm, PVP-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) ：(nanoComposix Inc., California, USA) 
Dulbecco's modified Eagles medium (DMEM)：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
Fetal bovine serum (FBS)：(Merck KGaA, Darmstadt, Germany). 
 
=Ag NP の物性＝ 
 φ5 nm φ20 nm φ20 nm φ50 nm 
Surface coating Citrate Citrate PVP (40kDa) Citrate 
Diamter (TEM) 4.7 ± 1 nm 19 ± 3 nm 20 ± 3 nm 48 ± 5 nm 
Hydrodynamic diameter 
(DLS) 
Not reported 25 nm 41 nm 48 nm 
Particle number 
(5 µg mL-1) 
9.5 × 1012 1.5 × 1011 1.3 × 1011 7.5 × 109 
 
[実験手順] 
２－２－７項に基づいて 6 日間培養された MCS(40,000 cells/well)を含む各ウェルから、上清
150 µL を取り除き、10 µg Ag/mL に培養培地で希釈した Ag NP （φ5 nm, citrate-coating) 、
Ag NP（φ20 nm, citrate-coating)、Ag NP（φ20 nm, PVP-coating)、および Ag NP（φ50 nm, 
citrate-coating)の懸濁液 150 µL を各ウェルに添加した。インキュベータ内で 24 時間および 48
時間曝露した。培養終了後、２－１－３項と同様の操作で MCS 薄切を作製した。 
 
２－４－３ MCS 外周部におけるナノ粒子の分布解析 
[実験手順] 
iQuant2+にて、画像化された各同位体イメージを csv. 形式のマップデータとして読み出した。
31P マップデータを ImageJ に読み込み、ROI （Region of interest）機能にて 31P 信号に基づい
て、以下図のように MCS 上にランダムに６ヵ所を設定した。その後、ImageJ 上に展開した 31P
および 109Ag マップデータ上で、先に設定したライン上でスキャンを行い、Excel 上でプロットし
た。  
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第３章 MCS を用いたナノ粒子曝露モデルの構築 
 
 はじめに 
 
 昨今、動物愛護の観点から動物実験に関する３R（Replacement, Reduction, and Refinement）
の原則を背景として、動物実験を代替する技術が強く求められている。これを背景とし、in vitro
で 3 次元的な立体構造を再現可能な MCS が注目を集めている 44。本章では、ナノ粒子の毒性評
価モデルとしての MCS を構築する。MCS の作製には、生体において細胞接着に関係するコラー
ゲンを豊富に分泌する線維芽細胞を用いた。繊維状のコラーゲンは、折り重なることで立体構造
を有した細胞外マトリックスを構築する。細胞外マトリックスの構造は、播種細胞濃度に比例し
ナノ粒子の取り込み挙動に直接影響すると考えた。しかしながら、それらの差異を詳細に解析し
た報告は未だない。そこで本研究では、異なる播種細胞濃度にて作製された MCS を用いてナノ
粒子の取り込み挙動を比較解析することにした。本章では、非細胞接着培養法に基づき、本研究
目的に適した MCS 作製法の確立を行う。また、作製された MCS の詳細な構造を解析する目的で
組織染色法を実施する。 
 
 MCS 作製法の選択 
 
本研究では以下の 3 要件を考慮し、非細胞接着処理を行った 96 穴ウェルプレートを用いるこ
ととした。 
 ①播種細胞数を容易にコントロール可能 ②培地交換が容易 ③実験再現性の高い手法 
 
 96 穴ウェルプレートの概略図を Figure 7 に図示した。MCS の作製において、ウェル間での環
境の差異を最小化するために、ウェルプレートの端となる外周部は実験には使用しないものとし
た。市販で入手可能なウェルプレートには、底部形状の異なるフラットボトム型とラウンドボト
ム型がある。両形状を Figure 7 b および c に示す。MCS 作製における両ウェルプレートの性能
比較のため、トリプシン処理後の繊維芽細胞の懸濁液を 40,000 cells/well の濃度で播種し、経時
的に観察を行った。播種後の 96 穴ウェルプレートの図を Figure 8 に示す。通常、非細胞接着処
理を行っていないウェルプレートを用いた場合、播種後 1 時間には細胞が底面に接着し、伸長す
る様子が観察できる。しかし、非細胞接着処理を行ったウェルプレートでは細胞接着は観察され
なかった（Figure 9 a）。播種から 24 時間後では、フラットボトム型ではウェル外周部に複数の
約 100 µm 程度の凝集体が観測された（Figure 9 b, c）。一方で、ラウンドボトム型では、ウェル
中心部に約 550 µm の凝集体が形成された（Figure 9 d）。低倍率の光学顕微鏡写真においても周
囲に細胞は確認されず、播種された全ての細胞が１つの MCS を形成した事が確認された（Figure 
9 e）。フラットボトム型を用いた際は、複数の MCS を同時に作製可能であるが、それぞれの MCS
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のサイズ制御は困難である。上述した本研究の要件に適合する手法として、今後の実験にはラウ
ンドボトム型ウェルプレートを用いた手法を採用する事とした。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7. a) 96 穴ウェルプレートの概略図, b) フラットボトム型の断面図, c) ラウンドボトム型の
断面図． 
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Figure 9.  細胞スフェロイドの顕微鏡写真．a) 播種 1 時間後（顕微鏡倍率：10 倍、フラットボトム型）, 
b) 播種 24 時間後（顕微鏡倍率：10 倍、フラットボトム型、中心部）, c) 播種 24 時間後（顕微鏡倍率：10
倍、フラットボトム型、外周部）, (d) 播種 24 時間後（顕微鏡倍率：10 倍、ラウンドボトム型、中心部）、 
e) 播種 24 時間後（顕微鏡倍率：4 倍、ラウンドボトム型、中心部） 
Figure 8. 細胞播種後の 96 穴ウェルプレートの写真． 
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 MCS の作製及び直径の時間推移 
 
MCS 形成における直径の時間推移を調査する為に、各ウェルに細胞濃度 40,000 cells/well で
播種した。播種 1 日後から経時的に MCS の直径を光学顕微鏡で測定し、同一条件で作製された
５つの MCS の平均値をプロットしたものを Figure 10 に示す。結果、培養 1 日後から 6 日後ま
では MCS が縮小し、6-10 日後では MCS 直径が安定し、その後単調に増大する傾向が確認でき
た。MCS 形成初期段階では、細胞同士の相互作用による弱い結合で接着し、その後に、細胞が分
泌した細胞外マトリックスを介した強い結合を形成することが報告されている 26。ここで、MCS
を構成する細胞の増殖について考える。今回実験に使用した繊維芽細胞は（平面培養条件におい
て）3 日で 5-6 倍に増殖した（Figure 11）。実験結果において、11 日目以降では MCS が増大す
る傾向が確認された。この結果から、MCS 作製時は、細胞増殖による増大と凝集による縮小が競
合していると考えられた。つまり、1-6 日後までは凝集効果が優勢となりサイズの縮小が起こり、
6-11 日後では両現象が釣り合い、11 日目以降では増殖による増大が優勢となっていると推察し
た。また、MCS のサイズが増大するにつれて、ばらつきが増大する傾向が確認された。Figure 12
に、培養 21 日時点において観察対象中で最大と最小となった MCS の播種後から経時的に撮影し
た光学顕微鏡写真を示す。ここでは、培養 11 日目までは両サンプル共に同様のサイズであるが、
培養 11 日から 21 日目にかけてサイズの差異が顕著となった。本実験では培養細胞のコンディシ
ョンを揃える目的で、同一のフラスコで 3 週間以上予備培養を行った。それにも関わらず生じた
差異であることから、細胞周期等の制御困難な差異に起因していると考えた。 
 
 
 
  
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10.  細胞スフェロイド直径の時間推移．平均値（n=5）．エラーバーは標準偏差を示す．
a) １-28 日目までの結果を示したもの, b) 1-14 日目までの結果を抜粋したもの． 
Figure 11. 解凍後（Passage 1）から細胞スフェロイド作成の直前（Passage 5）までの線維芽細
胞の増殖率をプロットしたもの． 
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Figure 12. 細胞スフェロイドの経時的観察における光学顕微鏡写真．培養 21 日時点において観察対
象中で最大（左）および最小（右）となった MCS． 
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 異なる播種細胞数にて作製された MCS の形態観察 
 
本章第３節にて確立した方法に基づいて、異なる播種細胞濃度から作製した MCS のサイズを
経時的に観察した。播種細胞濃度は、500、2,500、5,000、10,000、20,000、30,000、および 40,000 
cells/well の 7 条件で、各条件において 5 つずつ MCS を作製した。各観察時点において、5 サン
プルの平均値と標準偏差を表示したものを Figure 13 に示す。500 cells/well 条件を除いて、経時
的に MCS が縮小した後、サイズが安定化する傾向が確認された。これは前項で確認された様子
と同様であった。最小播種濃度条件において凝集の影響が小さかった理由は、細胞外マトリック
スの分泌量が少なく、細胞-細胞外マトリックスによる強固な結合が形成されなかったためである
と考えた。また、細胞増殖の影響によるサイズ増大の影響も小さく、培養 4 日目と 10 日目でのサ
イズの差異は 10％程度であった。2,500 cells/well 以上の条件では、各観察点での相対標準偏差
（n=5）において 3-10％程度と低いばらつきで MCS を作製できた。MCS のサイズが安定する播
種 6 日後のサイズの平均値（n=5）をプロットしたものを Figure 14 に、サイズの平均値および
標準偏差を Table 3 に示す。500-5000 cells/well 条件の結果に基づく MCS サイズの回帰直線（黒
破線）に対して、高い播種細胞条件（赤破線）での傾きは小さくなる傾向が認められた。本結果
から、播種細胞濃度が高い条件では、より高密度の凝集体を形成していることが確認できた。 
 30,000 cells/well 以上ではサイズが安定した状態で 400 µm を越えており、栄養素の浸透制限
21 である 200 µm より深部の嫌気性雰囲気の領域が形成されていると考えられた。生体組織では
血管付近の好気性条件下と血管に近接していない嫌気性条件下での環境の変化が生じる。したが
って MCS を in vitro 生体組織モデルとして用いる際、嫌気性雰囲気の再現は重要な要素となる。 
 本手法により、播種細胞濃度をコントロールすることで高い再現性でサイズの異なる MCS が
作製できることが明らかとなった。そこで本研究では、見かけ上 MCS のサイズが安定する 6 日
から 10 日までのものを実験モデルとして用いる事とした。 
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Figure 13. 播種後の細胞スフェロイド直径の時間推移．a)-f) はそれぞれ、500、2500、5000、10000、
20000、30000、および 40000 cells/well である．各データポイントは 5 サンプルの平均値を示し、エラー
バーは標準偏差を示す． 
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Table 3. 播種 6 日後の MCS の直径および標準偏差． 
 直径（平均値±標準偏差） 
  500 cells/well 176 ± 10.5 
 2500 cells/well 220 ±  6.5 
 5000 cells/well 264 ± 10.7 
10000 cells/well 316 ± 20.8 
20000 cells/well 397 ± 11.5 
30000 cells/well 453 ± 17.8 
40000 cells/well 482 ± 16.1 
              (n = 5) 
 
 
  
Figure 14. 播種から 6 日後の細胞スフェロイド直径および標準偏差．黒破線：500-5000 cells/well の結
果に基づいた回帰直線．赤破線：10000-40000 cells/well の結果に基づいた回帰直線．各データポイントは
5 サンプルの平均値を示し、エラーバーは標準偏差を示す． 
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 染色法による MCS 内部の解析 
 
本章第４節より、MCS 形成の初期段階では細胞同士が密に凝集し、その後にサイズが安定する
ことが明らかとなった。MCS 内部の状態を解析する目的で、40,000 cells/well 条件で培養された
MCS から切り出された 20 µm 厚の薄切に 2 種類（DAPI およびアニリンブルー)の染色をそれぞ
れ別の薄切に実施した。DAPI は、細胞膜透過性の蛍光色素であり DNA に強く結合し、生細胞の
検出に用いられる。アニリンブルーはコラーゲンを青色に染める色素として組織学において一般
的に用いられている染色剤である。DAPI による染色結果を Figure 15 に示す。MCS 全体的に蛍
光発光が観測され、MCS 内部においても細胞が生存している事が明らかとなった。MCS 外周部
では、特に強い蛍光強度が観測された。これは、MCS の内部に比べて外周部において高密度に増
殖性の高い細胞が集まっている為と考えられた。これは、MCS 外周部に増殖性の細胞が位置して
いることを報告した研究 26を支持する結果であった。 
 アニリンブルーによる染色結果を Figure 16 に示す。MCS 外周部が強く青色に染められてお
り、外周部位にコラーゲンが豊富に含まれていることが明らかとなった。コラーゲンは細胞外マ
トリックスの主成分の一つであり、生体組織と同様の 3 次元的な構造体の形成が確認された。ま
た、外周部にて約 10 µm の円形の構造体が確認された。このサイズは、ハンディ型自動セルカウ
ンターにて測定された播種前の繊維芽細胞のサイズ分布（Figure 17）と良好に一致している事か
ら細胞外マトリックスに包埋されている細胞であると示唆された。また、Figure 16 a)から、MCS
の外周部と内部とを境界に位置する数 µm の膜状構造体が確認された。この明確な境界は、腫瘍
細胞から作製した MCS では認められず 45、繊維芽細胞により豊富に分泌された細胞外マトリッ
クス特異的な構造体であると考えられた。 
 
本節を要約すると、MCS 薄切の染色により、以下の 3 点が明らかとなった。 
1) MCS 外周部には高密度で細胞が包埋されている。 
2) MCS 内部においても低密度であるが生細胞が存在する。  
3) MCS 外周部と内部の境界には数 µm の膜状構造体が形成されている。 
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Figure 15.  DAPI による染色．a) 光学顕微鏡写真 b) 蛍光顕微鏡写真（励起波長：360 nm、蛍光波
長：460 nm） 
Figure 16. アニリンブルーによる染色．a) 光学顕微鏡写真 b) a)内赤枠部位の拡大写真 
Figure 17. ハンディ型自動セルカウンターによるトリプシン処理後の繊維芽細胞のサイズ分布． 
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 MCS へのナノ粒子の曝露 
 
本節では、MCS にナノ粒子を曝露させる手法を検討した。ナノ粒子のモデル物質には、抗菌
特性等から医療品や日焼け止めにも広く用いられており、かつ毒性情報が比較的豊富な銀ナノ粒
子（以下、Ag NP）を選択した。MCS は、細胞濃度 40,000 cells/well で播種し 6 日間培養した
ものを用いた。銀ナノ粒子の毒性に関して、55 µg/mL （Ag NPφ50 nm、citrate-coating)の濃
度で 24 時間曝露させた細胞の生存率は 65％であったと報告されている 46。また、Arora らの報
告では、より小さな 7-20 nm の銀ナノ粒子を用いた評価において、IC50値は 61 µm/mL である
と報告されている 47。これらは 2 次元的に培養された細胞に基づいた結果であり、本研究におけ
る MCS における毒性を示すものではない。また、本研究では MCS におけるナノ粒子の取り込
み挙動の解析も目的としているため、急性毒性によるスフェロイドの崩壊等の影響を排除する目
的で、これらの実験条件の 10 分の 1 程度となる 5 µg/mL に曝露濃度を設定した。曝露方法は、
10 µg Ag/mL の銀ナノ粒子（φ50 nm, citrate-coating)を懸濁させた培地を用意し、培地交換時
と同様の操作手順で半容量の培地を交換することで実施した。培地交換直後と曝露 24 時間の細
胞の光学顕微鏡写真を Figure 18 に示す。両写真の比較において、視認できる差異は認められな
かった。上記より、今回用いた実験モデルにおいて、少なくとも急性毒性による影響は無かった
と考えた。その上で、コラーゲンを豊富に含む細胞外マトリックスとの相互作用、および MCS
への取り込みについて評価可能であると結論付けた。 
 
 
 
 
 
 
第７節 小括 
 
本章では、非細胞接着法に基づいたラウンドボトム型ウェルプレートを用いて、サイズコント
ロール可能な MCS の形成法を確立した。MCS の経時的観察から、播種から 6-10 日後において
Figure 18.  Ag NP 曝露前(a)および曝露 24 時間後(b)の細胞スフェロイドの光学顕微鏡写真． 
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細胞同士の凝集と増殖によるサイズ増大が見掛け上釣り合う状態となることが明らかとなり、本
研究における実験モデルにはこの期間の MCS が適していると考えた。染色試験から、MCS 外
周部は増殖性の細胞とコラーゲンを豊富に含む細胞外マトリックスから構成されており、内部と
は区別された立体的な構造体を形成している事が明らかとなった。この構造体は、腫瘍細胞から
作製された MCS では観測されていないことから、細胞外マトリックスを豊富に分泌する繊維芽
細胞から作製された MCS の特徴的な構造であると結論付けた。本研究の目的である、ナノ粒子
の毒性評価および MCS への取り込み挙動解析に用いるナノ粒子の曝露濃度を 2 次元細胞培養の
結果に基づいて設定した。設定濃度で 24 時間曝露された MCS の光学顕微鏡観察において、急
性毒性等に起因する MCS の崩壊は認められなかった。次章以降、MCS を実験モデルとしたナ
ノ粒子の取り込み挙動解析法の開発を実施することとした。 
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第４章 MCS の元素定量イメージング法の確立 
 
 はじめに 
 
 本章では、曝露したナノ粒子が MCS に取り込まれる様子を視覚的かつ定量的に解析する分析
法の確立を目的とした。ナノ粒子を定量することは、毒性評価だけでなく、ドラッグ･デリバリー･
システムにおいて担持させた薬剤の量を簡易的に評価可能であり、開発研究のスループット性能
向上に寄与できると考えた。本目的のために、LA-ICP-MS 法を選択した。LA-ICP-MS 法を用い
た生体組織の定量イメージングにおいて、マトリックス存在下で定量的 LA-ICP-MS 法を初めて
報告した例は、2005 年の Becker らの研究である 48。この研究では、ホモジナイズした臓器をマ
トリックスとした。その後、生体試料をマトリックスを豊富な炭素源とみなし、ゼラチン 49 や合
成樹脂 50, 51を活用したものが報告されている。現在、生体組織の定量イメージング法では、研究
者自身で調製したマトリックスを用いる方法が主流となっている。ドイツの Bundesanstalt für 
Materialforschung und -prüfung（Federal Institute for Materials Research and Testing: BAM)
では、これまでにセルロースやポリマーベースの基質に既知量の標準溶液をピペッティングする
手法 52 を開発してきた。当初は、マイクロピペットによって手動で作製していた為、液滴サイズ
が mm スケールと非常に大きく、検量線作成に多くの分析時間を必要とした。その後、インクジ
ェットプリンターを応用した手法 53や接触型自動ピペット装置を用いた手法 54が開発され、液滴
サイズは 300 µm 程度まで小さくすることに成功した。しかし液量減少に伴い、液滴間のばらつ
きが増加し（約 23%）、液滴生成時の精度向上が課題であった。そこで本研究では、ピエゾ素子駆
動の非接触型ピペット装置（Spotter™：Figure 19）を応用することによる液滴生成能の向上を
目指した。 本章では、Spotter™を用いた検量線用標準試料の作製、および MCS に曝露されたナ
ノ粒子の動態解析法の確立およびバリデーションを行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 19.  Spotter™（Non-contact piezo driven droplet generator）の外観図． 
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 非接触型ピエゾ素子駆動微小液滴生成機を用いた定量分析用検量線試料の作製 
 
第１項 非接触型ピエゾ素子駆動微小液滴生成機（SpotterTM）のバリデーション 
 
Spotter™ではハイスピードカメラにより、生成された全ての液滴の写真を撮影し、得られた画
像から液滴の体積を算出している。本研究では、液滴生成用キャピラリーの適正駆動値である 350 
pL に設定した。生成した液滴を定量分析のための検量線試料作製として用いる際の精度・確度を
評価する目的で、Spotter™を用いて以下 2 種類の評価を実施した。 
 
１）生成液滴の重量評価 
２）ナノ粒子を含む懸濁液の液滴生成能の評価 
 
 １）生成液滴の重量評価には 2 種類の溶媒（リン酸緩衝溶液と 0.1 mol/L 硝酸水溶液）を用い
た。リン酸緩衝溶液はナノ粒子の懸濁に、硝酸水溶液は元素標準溶液の調製に使用した。プラス
チックチューブに回収した 100,000 液滴の総重量を計測し、試行回数 6 回の平均値および標準偏
差を算出した。重量評価の結果を Table 4 に示した。各溶液の密度を 1 g/cm3とした場合、リン酸
緩衝液での回収率 97.9 ± 2.2%、硝酸水溶液での回収率 98.4 ± 2.5%と 100％に近い良好な結果が
得られた。溶媒の違いによる差異は認められなかったが、両溶媒共に理論値から 2%程度低い値で
あった。これに関しては、100,000 液滴の作製中（約 3 分）に一部が蒸発してしまったためと考
えた。なお、100,000 液滴における 2%は重量として 0.7 mg 相当となる。何れにせよ、Spotter™
システム上で設定される液滴の生成精度及び正確度の妥当性を確認することができた。また、
Spotter™の動作は溶媒となる水溶液の液性の影響を受けない事も確認できた。 
 ここで、Spotter™の動作時のキャピラリープローブの概略図を Figure 20 に示した。Spotter™
では垂直に設置されたプローブの下部から、ナノ粒子を含む懸濁液の液滴を生成し、基質上に設
置した。そのため、キャピラリー内で拡散が制限されることで沈降や凝集に起因する誤差が懸念
された。そこで、Ag NP（φ50 nm, citrate-coating)を含む懸濁液を用いて、生成された液滴中に
含まれるナノ粒子の量を評価した。異なるナノ粒子濃度に調製した 2 種類の溶液から作製された
液滴 10,000 個をそれぞれ別のチューブに回収し、酸分解の後に ICP-MS にて検出・定量した。結
果として、良好な回収率および再現性が確認できた（Table 5）。本結果より、Spotter™による液滴
生成においてキャピラリー内でのナノ粒子の沈降や凝集等による著しい影響は認められなかった。
以上の結果より、Spotter™を用いた微小液滴生成における信頼性が確認できた。 
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Table 4. SpotterTMにて生成された液滴の重量評価結果．  
平均値±標準偏差（n=6）   
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 5.  SpotterTMにて生成された液滴に含まれるナノ粒子量の評価結果．  
Solution 
Particle concentration 
(/mL) 
Quantified value 
(pg Ag, n = 5) 
Recovery 
(%) 
1 3.0 × 108 366 ± 8.9  94 ± 2.3 
2 3.0 × 107  41 ± 2.9 105 ± 7.4 
平均値 ± 標準偏差（n=6）   
 
  
 
Mass (mg) 
Mean ± SD (n=10) 
Recovery (%) 
PBS 34.2 ± 0.8 97.9 ± 2.2 
0.1 mol/L HNO3 34.5 ± 0.8 98.4 ± 2.5 
Figure 20. Spotter™用キャピラリープローブの概略図． 
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第２項 検量線用標準試料の分析と検量線の作成 
 
前項より、Spotter™によりピコ(10-12) L 容量の微小液滴を高い再現性と信頼性で作成可能で
あることが確認された。本項では、Spotter™を用いてポリマー製スライド基質上に微小液滴を
設置し、LA-ICP-MS 法のための検量線用標準試料として活用する方法を検討した。リン酸緩衝
溶液（以下、PBS）から生成される液滴（350 pL；設定値として）は不揮発性塩の析出により
目視可能であり、その直径は約 150 µm であった（Figure 21）。各液滴は、システム上でデザイ
ンした 300 µm の間隔で設置され、Spotter™の高い位置精度が確認できた。しかしながら、揮
発性の硝酸水溶液では、乾燥後の液滴を視認する事はできなかった。そこで、検量線用標準試料
の位置の把握を容易にするため、周囲に染料（エオシン）の液滴を設置した（Figure 22）。結
果、染料で着色された液滴の位置に基づき、硝酸水溶液から作製した液滴の位置を容易に把握す
ることが可能となった。Ag NP（φ50 nm, citrate-coating）を 5、25、および 50 particles/350 
pL の濃度に調製した検量線用標準試料の液滴をポリマー製スライドに設置した。LA-ICP-MS 分
析から得られた信号強度により作成された検量線において、良好な直線性が確認できた（Figure 
23）。3σより見積もられた検出限界は 0.7 粒子相当（Ag NP, φ50 nm) であり、本分析システム
を用いる事で単一ナノ粒子の検出が可能な分析性能が示された。 
 
 
 
 
 
 
Figure 21.  Spotter™にてポリマー製スライド基質上に設置された液滴(350 pL)の顕微鏡像．
（上；0.1 mol/L 硝酸水溶液及び下：PBS の液滴 ）
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Figure 22. 検量線用標準溶液およびエオシン溶液による液滴を設置した基質の写真． 
A, G(1~7), B~F (1, 7) ：0.5% Eosin 溶液。B~F (2~5) ：0.1 mol/L 硝酸水溶液。B~F (6) ：PBS． 
 
Figure 23.  Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) 懸濁液から作成した検量線．平均値および標準偏差（n=5）． 
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 MCS 薄切の定量イメージング 
 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) を 24 時間曝露させた MCS の薄切を作製し、LA-ICP-MS
法にて分析した。検出対象には、109Ag の他、核酸類やリン脂質に含まれる 31P および必須ミネラ
ルである 66Zn を MCS 由来の内因性元素として選択した。またナノ粒子に対する小分子の動態を
比較する目的で、洗浄前にエオシン（mw: 647）溶液で 1 分間処理を行った。エオシン分子内に
は ICP-MS にて検出可能な臭素が含まれるため、79Br も検出項目に選択した。必須ミネラルには
Fe もあるが、ICP-二重収束型(SF)-MS 装置の低分解能モードの質量分解能は ICP のソースガス
であるアルゴンに起因する質量干渉（40Ar + 16O）の排除には十分ではなかった。MCS の分析手
法として、集光されたパルスレーザーを分析試料上に設定した走査線上に沿ってスキャンさせる
ラインスキャン法を採用した。ラインスキャン法の概略図を Figure 24 に示した。 
 MCS から生成されたエアロゾルは ICP-MS に導入され、各分析対象同位体の信号強度として
検出された。得られた信号強度は、同実験日に作成した検量線に基づき銀ナノ粒子の個数に変換
された。また、得られた信号強度はイメージングソフトウェア iQuant2+ 42によって元素イメー
ジに変換した。LA-ICP-MS 法による分析からソフトウェアによる画像化までの手順を Figure 
25 に図示した。各同位体イメージを Figure 26 に示した。元素イメージングの結果、Ag はリン
グ状に集積し、その粒子数は不均一であることが確認された。31P イメージでは、MCS の光学
顕微鏡写真と同様の形状が確認できた。P は、核酸やリン酸化たんぱく質および脂質と幅広い化
合物に含まれているため、元素イメージングでの MCS 全体像の視覚化に利用可能であると考え
た。31P イメージから、Ag シグナルは MCS の外周部位に沿って集積している事が明らかとなっ
た。MCS 外周部位では、P も同様に高濃度で局在している事が明らかとなった。これは、
Figure 15 にて観察された MCS 外周部に増殖性の細胞が局在している様子と類似しており、増
殖性の高い細胞もしくは細胞密度を反映している可能性が考えられた。また 66Zn イメージか
ら、本研究で用いた LA-ICP-MS 法は、内因性ミネラルである亜鉛の検出に十分な感度を有する
ことが確認できた。79Br イメージより、1 分間と短時間での処理にも関わらず、エオシン分子は
既に MCS 内部まで浸透している事が明らかとなった。一方で、銀ナノ粒子に起因する 109Ag シ
グナルは 24 時間と長時間の曝露にも関わらず MCS 内部には観測されなかった。MCS に対する
小分子の浸透限界は、組織表面から約 200 µm と報告されている 21。本結果から、分子量約 650
のエオシン分子も MCS が形成する立体構造の内部まで速やかに浸透できることが確認できた。
エオシン分子に含まれる臭素原子は細胞培養培地に含まれず、細胞中でも極少量であるため、ナ
ノ粒子の取り込みを評価する上での対照化合物や、分析用の内部標準化合物として利用できると
考えられた。 
本手法での定量分析値の妥当性評価として、異なる 5 つの MCS 薄切を対照サンプルとし、そ
れぞれを酸分解した後の溶液に含まれる Ag 濃度と比較した。それぞれの定量結果を Table 6 に
示す。ICP-MS 測定結果（Table 5 における標準偏差参照）を考慮すると、酸分解後の 5 回測定
における標準偏差は分析法によるものではなくサンプル由来のばらつきであると考えた。LA-
ICP-MS 法と酸分解後の平均値は良好に一致し、本法の定量分析値の妥当性が示された。 
45 
 
Figure 26 b)における Ag シグナルの MCS 外周部位への不均一な集積については、MCS の培
養時における上下方向の情報はサンプル処理中に消失しているため、培養時において MCS 下部
もしくは上部に位置していたかは不明である。D. Dreshcer の検討から、細胞培養培地にナノ粒
子を懸濁させた状態では、少なくとも 24 時間は安定に分散しつづけることがわかっている 46。
そのため、今回の不均一なナノ粒子の集積については MCS の表面への単純な堆積ではなく、細
胞外マトリックスとナノ粒子の相互作用によるものとであると推測した。 
 
 
 
 
 
 
Figure 24.  ラインスキャン法の概略図． 
Figure 25. ラインスキャンデータから画像化までの手順の概略図． 
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Table 6. バリデーション結果．LA-ICP-SF-MS 法および酸分解後の neblizing ICP-MS 法による定量値． 
 LA-ICP-SF-MS Nebulizing ICP-SF-MS (n=5) 
Ag (ng) 0.31 0.30 ± 0.42 
 
 
 
 
 
Figure 26.  細胞スフェロイド薄切の光学顕微鏡写真(a) および元素イメージ(b-e)． 
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 異なる播種細胞濃度から作製した MCS におけるナノ粒子の取り込み挙動の解析 
 
第１項 播種細胞濃度の異なる MCS へのナノ粒子曝露 
 
本章第 3 節より、播種細胞濃度 40,000 cells/well にて作製された MCS に Ag NPs （φ50 nm, 
citrate-coating) を曝露させたところ、MCS 外周部に捕捉され、内部への侵入が制限されること
が明らかとなった。本項では、播種細胞濃度による差異を確認する目的で、40,000、20,000、お
よび 10,000 cells/well で作製した MCS をモデルとして選択し、5 µg Ag/mL の Ag NPs （φ50 
nm, citrate-coating)を 24 時間曝露させた。播種細胞濃度 10,000 cells/well の MCS については、
Ag NP 未処理および曝露 3 時間の時点においてもサンプリングを行った。Figure 27 に各 MCS
から切り出した薄切の顕微鏡写真を示す。Figure 27 a), d), および e) において、共通して MCS
外周部に約 10-20 µm のリング様の膜状の構造体が確認できた。Figure 27 b) および c) におい
ては、曝露時間と共に MCS 形状が変化し、外周部のリング様の構造体が識別困難であった。この
結果より、播種細胞濃度の低い MCS では、銀ナノ粒子曝露による影響を受けている可能性が考
えられた。 
 
 
  
Figure 27. 銀ナノ粒子（Φ50 nm）を暴露した細胞スフェロイド薄切の顕微鏡写真．a) コントロール
（10,000 cells/well）, b) 曝露 3 時間（10,000 cells/well）, c) 曝露 24 時間（10,000 cells/well）, d) 曝露
24 時間（20,000 cells/well）, e) 曝露 24 時間（40,000 cells/well）, and f) e)内枠の拡大図． 
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第２項 Ag NP 曝露された MCS 上でのラインプロファイル 
 
播種細胞濃度の異なる MCS に曝露された銀ナノ粒子の取り込み挙動の比較として、画像処理
ソフト（ImageJ）を用いて Figure 27 に示す赤線に沿ったラインプロファイルを取得し、データ
をプロットしたものを Figure 28 に示す。ここで、31P の信号強度は MCS の位置を表示する目的
で使用した。109Ag の信号強度は、外部検量線法にてナノ粒子の個数に変換された。曝露 24 時間
後では、各実験群に共通して MCS 外周部位に著しく高い数の銀ナノ粒子の集積が確認された。
Figure 29 に銀ナノ粒子数のスケールを拡大したものを示す。Figure 29 b) において、処理 3 時
間後では MCS 外周部に極小のピークが観測されたが、信号強度は銀ナノ粒子 1 粒子以下であっ
た。この結果から、MCS 表面に対して非特異的に吸着する銀ナノ粒子を完全に洗い流すことがで
きた考え、洗浄方法の妥当性が確認できた。MCS（10,000 細胞/ウェル）の結果（Figure 29 c）
から、3 から 24 時間の間に MCS 内部までナノ粒子が浸透している様子が確認された。MCS
（20,000 cells/well）においても同様にナノ粒子の浸透が確認された（Figure 29 d）。しかしなが
ら、最高播種濃度である 40,000 cells/well 条件では、曝露 24 時間後においても内部への浸透は確
認されず、外周部位で完全に捕捉されていた。さらに、各条件で共通して認められた MCS 外周部
への銀ナノ粒子の集積は、播種細胞濃度の増加に伴って集積の幅が小さくなる傾向が確認できた。
この結果より、播種細胞濃度はナノ粒子の取り込みを制限するバリア様の機能に影響することが
明らかとなった。線維芽細胞から分泌される細胞外マトリックス（主にコラーゲン）は、播種さ
れた細胞数に依存し、播種細胞濃度 20,000 と 40,000 cells/well の間で、そのバリア機能が著しく
変化するものと考えた。 
 Figure 30 に MCS（40,000 cells/well）外周部位の拡大図を示す。両端のピーク幅は約 10 µm
で外部より第一ピーク、第二ピークにかけて集積したナノ粒子の量が減少していることが確認さ
れた。このピーク幅は、Figure 17 にて得られた単一細胞の幅と同じスケールであり、Figure 16
において MCS 外周部に細胞が包埋されている結果を考慮すると、MCS 外周部におけるナノ粒子
の集積は、細胞外マトリックスに包埋された細胞と深く関係している可能性が示唆された。 
 しかしながら、本章で用いた ICP-SF-MS 装置は原理上、複数チャネルをシーケンシャルにス
キャンを行うため、µm スケールで観測ポイントにずれが生じる。特に Figure 30 の結果のよう
に、曝露された銀ナノ粒子の集積と約 10 µm 程度の細胞との関係性を考察する上で、観測ポイン
トのずれは無視できない誤差となり得る。また、銀ナノ粒子の集積における細胞内因性ミネラル
への影響を同時に評価すること毒性およびドラッグ・デリバリー・システム研究において意義深
いと考える。本問題の解決には、多チャネル同時分析が可能な検出器を用いることが有効である
と考えた。 
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Figure 28.  Ag NP 曝露された細胞スフェロイド薄切の元素イメージ上で実施したラインプロファイル結果． 
a)~c) 播種細胞濃度 10,000 cells/well おける Ag NP 未処理、処理 3 時間、および処理 24 時間の結果．d) 播種
細胞濃度 20,000 cells/well における Ag NP 処理 24 時間の結果．e) 播種細胞濃度 40,000 cells/well おける Ag 
NP 処理 24 時間の結果． 
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Figure 29. Figure 28 の Ag NP 粒子のスケールを拡大した図． a)~c) 播種細胞濃度 10,000 cells/well おけ
る Ag NP 未処理、処理 3 時間、および処理 24 時間の結果．d) 播種細胞濃度 20,000 cells/well における Ag 
NP 処理 24 時間の結果．e) 播種細胞濃度 40,000 cells/well おける Ag NP 処理 24 時間の結果． 
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Figure 30.  Figure 28 e)にて観測された細胞スフェロイド外周部に高集積した Ag NP ピークの拡大図． 
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 小括 
 
本章では、MCS に曝露させたナノ粒子の局在を定量的に解析可能な元素定量イメージング法
を開発した。定量には外部検量線法を採用し、検量線用標準溶液の調製には非接触型ピエゾ素子
駆動微小液滴生成機（SpotterTM）を活用した。高い位置正確性でプリントされた 350 pL の銀ナ
ノ粒子を含む液滴から作成した検量線は良好な直線性を示した。LA-ICP-SF-MS 法にて、Ag を
はじめ、P、Zn、およびエオシン色素の分子内に含まれる Br を選択し、MCS 薄切における元素
イメージを取得した。Ag イメージより、24 時間曝露されたナノ粒子は MCS 外周部に不均一に
集積していることが明らかとなった。一方で、1 分間と短時間の処理にも関わらず Br （エオシ
ン分子由来）は MCS 内部に到達している事が確認され、エオシン分子をナノ粒子の振る舞いを
評価する上での対照群として活用できる可能性が見出された。LA-ICP-MS 法での定量値の妥当
性評価において、酸分解後の総量分析結果と同等性が確認できた。MCS へのナノ粒子の取り込
み挙動と播種細胞濃度の関係性を調査したところ、線維芽細胞から作製された MCS は銀ナノ粒
子の取り込みを制御するバリア機能を有し、その機能の成熟度は播種された線維芽細胞の濃度に
依存することが明らかとなった。つまり、MCS を in vitro 組織モデルとして用いる際、一定数
以上の播種細胞から作製する必要性が明らかとなった。また、成熟した MCS において銀ナノ粒
子の取り込みは 1 細胞スケール（約 10 µm）で制限されており、細胞外マトリックスに包埋され
ている細胞に取り込まれている可能性が示唆された。しかしながら、本章で用いた検出器（ICP-
SF-MS）では、1 細胞レベルの空間分解能による詳細な解析は困難である。理由は、シーケンシ
ャルにスキャンを行う装置原理上、検出タイミングにおいて致命的なずれが生じるためである。
曝露されたナノ粒子の動態を細胞レベルの空間分解能で評価するためには、多チャネル同時検出
可能な装置の活用が必要であると考えた。 
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第５章 細胞スケールの空間分解能を有した多元素同時定量イメージング法の開発 
 
 はじめに 
 
第４章の検討から、曝露されたナノ粒子は MCS の外周部位において捕捉されることが明らか
となった。また高播種細胞濃度にて作製された MCS の外周部に捕捉されたナノ粒子のバンド幅
は 1 細胞の直径と同じ約 10 µm であった。このことから、MCS 外周部に捕捉されたナノ粒子は
埋没している細胞に取り込まれている可能性が示唆された。しかしながら、第４章の測定に使用
した検出器である ICP-SF-MS では、原理上の検出タイミングが無視できず詳細な解析は不可能
である。そこで、疑似同時分析が可能な ICP-時間飛行型(TOF)-MS を活用し、ナノ粒子およびそ
の他の内因性ミネラルを測定ポイントがずれることなく解析できる測定法の確立を行う。厳密な
定義において、ICP-TOF-MS は各イオンの飛行時間が異なることから疑似同時分析装置に位置付
けられるが、本研究では、飛行時間の差（µs）がデータ取得周期（20 ms）に対して著しく短いこ
とから、便宜上多元素同時分析装置として記述する。本章では、LA-ICP-TOF-MS 法による多元
素同時定量イメージング法を確立し、MCS 外周部に捕捉されたナノ粒子を細胞レベルの空間分解
能で詳細に解析する。さらに、曝露されたナノ粒子に起因する細胞毒性の新たな評価法について
のフィージビリティスタディを実施する。 
 
 
 時間飛行型検出器を用いた多元素同時定量イメージング法の確立 
 
第１項 分析性能評価 
 
細胞（µm）レベルの解析において、多元素を同時に分析できる性能は重要である。本章では、
多元素同時分析装置として ICP-時間飛行型（TOF）-MS を用いた元素定量イメージング分析法の
確立を実施した。 
分析性能評価として、検量線を Figure 31 に、3σ 法に基づいて算出した検出限界（LOD)を検
量線の傾きと共に Table 7 に示した。本研究における元素イメージのピクセルサイズは 5 µm×
0.5 µm であり、そのピクセルにおける検出限界はフェムト（10-15 ）g と非常に高い検出感度であ
ることが確認できた。例として 1 細胞中に含まれる Fe、Cu、Zn はそれぞれ 25.7 ± 2.6, 4.3 ± 
0.8, 34.6 ± 3.7 fg と報告されていることから、1 細胞に含まれる内因性ミネラルの評価において
十分な検出感度を有することが確認できた 55。 
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Figure 31. 各多元素標準溶液の信号強度のプロット．平均値 ± 標準偏差（n=5)  
55 
 
 
 
Table 7. LA-ICP-TOF-MS 法にて作成した検量線の傾きと検出限界． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第２項 実サンプル分析 
 
前項の検討から多元素同時定量分析が可能となった。実サンプルへの適用として、Ag NP（φ
50 nm, citrate-coating)を 24 時間曝露させた MCS（40,000 cells/well）の定量元素イメージング
を実施した。前項にて定量可能であると確認できた元素については、信号強度の代わりに濃度を
示す（Figure 32）。MCS から切り出した薄切の定量イメージングから、Ag だけでなく Mg、P、
K、Mn、Fe、Cu、および Zn の定量に成功した。検量線が作成できなかった 32S および 44Ca に
おいても MCS 薄切の位置に信号が観測できた事から、検量線範囲以上の高い濃度で分布してい
ることが示唆された。このことから、より高い濃度で検量線範囲を設定することで、それらの元
素の定量も可能であると推察された。 
ICP-TOF-MS 装置を活用することで、ICP-SF-MS 装置の検出周期に起因する µm スケールの
ずれが解消された。そこで、MCS 外周部の銀ナノ粒子が高集積した領域を詳細に解析した。MCS
および外周部の位置を示すために P 信号を用いた。また、Fe の信号を用いて細胞位置の表示に使
用した。Fe 信号の閾値を調節したところ、MCS 下部に低密度で局在する単一細胞様の構造体が
確認できた（Figure 33）。同じ位置において、銀ナノ粒子数の閾値を調節したところ、Fe 信号に
よる単一細胞様構造体と同じ位置に高集積する銀の信号が確認できた。Figure 33 c) に示した領
域：Cell A と領域：Cell B にて検出された粒子数は、約 3200 個および約 18000 個であった。こ
の数は 2 次元培養細胞に対する処理により単一細胞に取り込まれたナノ粒子の数と類似しており、
妥当な値であると考えた 56。結果として、立体構造を有する MCS 内部に高集積されたナノ粒子
は、埋没されている細胞に取り込まれていることが強く示唆された。これらの結果から、本法を
用いることで in vitro 組織モデルである MCS を対象とした細胞レベルでの定量イメージングが
Imaging mode 
Slope of calibration curve                                
(cps/ng g-1) 
 
Limit of detection 
Concentration (ng g-1) Amount (fg) 
Mg (m/z 26) 2.9 50 17 
P (m/z 31) 0.87 180 61 
K (m/z 39) 7.7 61 21 
Mn (m/z 55) 130 0.61 0.21 
Fe (m/z 56) 95 3.9 1.3 
Co (m/z 59) 81 0.58 0.20 
Cu (m/z 63) 39 2.2 0.75 
Zn (m/z 66) 28 2.7 0.93 
Ag (m/z 109) 190 0.50 0.17 
56 
 
可能であることを示すことができた。また、ナノ粒子を含む化合物の毒性評価やドラッグ・デリ
バリー・システムにおけるナノサイズキャリアーのデザイン等に応用可能であると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32. 細胞スフェロイドの薄切の光学顕微鏡写真 a)および元素イメージ b)-l)．b)-l)はそれぞれ、Mg 
(m/z 26 ;定量)、P (m/z 31 ;定量)、S (m/z 32 ;定性)、Ca (m/z 44 ;定性)、Mn (m/z 55 ;定量)、Fe (m/z 56 ;定
量)、Co (m/z 59 ;定量)、Cu (m/z 63 ;定量)、Zn (m/z 66 ;定量)、Br (m/z 79 ;定性)、および Ag (m/z 109 ;定
量)． 
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 小括 
 
ICP-TOF-MS 装置を活用することで、ICP-SF-MS 装置の検出周期に起因する µm スケールの
ずれが解消された。Ag NP（φ50 nm, citrate-coating)を曝露させた MCS の元素定量イメージン
グから、Ag だけでなく Mg、P、K、Mn、Fe、Cu、および Zn の定量に成功した。Fe 量の閾値を
調節することで、MCS 外周部に包埋されている単一細胞を確認することができた。また同一領域
において高度に集積された銀信号が確認され、銀ナノ粒子の取り込みを制限するバリア機能は包
埋された細胞に強く関係している可能性が示唆された。本法を用いることで in vitro 組織モデル
である MCS に対するナノ粒子を含む化合物の毒性評価や DDS デザインにあると考えた。 
 
 
  
Figure 33.  細胞スフェロイド外周部（青）に埋没された単一細胞様構造体（赤）と集積した銀ナノ粒
子（緑）の元素イメージ． 
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第６章 MCS 評価系を活用したアプリケーション展開 
 
 はじめに 
 
前項にて、曝露されたナノ粒子は MCS 内に埋没されている細胞に取り込まれていることが強
く示唆された。また、LA-ICP-TOF-MS 法による細胞レベルの空間分解能で高感度に内因性ミネ
ラルの検出が可能となったため、ナノ粒子の取り込みに起因する毒性評価モデルとしての応用に
ついて提案する。また、ナノ粒子の生体における動態を深く理解することが重要となる DDS デザ
インに貢献できると考えた。これらのアプリケーション展開を想定し、異なる種類のナノ粒子を
曝露させた際の動態解析を通したフィージビリティスタディを実施した。 
 
 成熟した MCS への異なるナノ粒子の曝露 
 
サイズおよび表面コーティングの異なる以下の 4 種類を選択した。これらのナノ粒子を MCS 
(播種細胞濃度 40,000 cells/well）に曝露させた。 
 
 １．Ag NP（φ5 nm, citrate-coating)  
 ２．Ag NP（φ20 nm, citrate-coating)  
 ３．Ag NP（φ20 nm, PVP-coating)  
 ４．Ag NP（φ50 nm, citrate-coating) 
 
 ナノ粒子の生物毒性について、より小さな粒径ほど高い毒性を示すことが報告されている 57, 
58。本実験では毒性の影響を排除する目的で、既報による報告値（LD50) 46, 47より低い濃度で曝
露し、経時的なナノ粒子の取り込み挙動について検証した。Figure 35 に各ナノ粒子曝露前後の
MCS の顕微鏡写真を示す。結果、未処理条件と比較して 24 時間、48 時間後においてサイズ、
形態において著しい変化は認められなかった。次に、各 MCS から切り出した薄切の顕微鏡写真
を Figure 34 に示した。共通して外周部位に約 10-30 µm の豊富なコラーゲンにより構成される
輪郭が確認された。これにより、各ナノ粒子のバリア機能の比較評価が可能であると考えられ
た。また、Ag、P、Fe、Cu および Zn の定量イメージをそれぞれ Figure 36、Figure 37、
Figure 38、Figure 39、および Figure 40 に、Br の定性イメージを Figure 41 に示した。
Figure 36 より、Ag NP（φ50 nm, citrate-coating）に加えて、Ag NP（φ20 nm, PVP-coating)
処理においても、不均一な集積が認められた。一方で、Ag NP（φ5 nm, citrate-coating)では比
較的均一に MCS 外周部に集積している様子が確認できた。その他の内因性ミネラルの元素イメ
ージにおいて、ナノ粒子の集積による各元素濃度への影響は認められなかった。この結果より、
エオシン分子は前処理時の視認性向上だけでなく、MCS 関連研究における内標準物質としての
有用性が示された。 
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Figure 35. 異なる AgNP (各 5 µg/mL)を曝露（0、24、48 時間）させた細胞スフェロイド(播種細胞 40,000 
cells/well)の写真． 
Figure 34. それぞれの薄切の顕微鏡写真．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、
(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) そ
れぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時
間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
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Figure 36. LA-ICP-TOF-MS による Ag イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) 
それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時間
曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
Figure 37. LA-ICP-TOF-MS による P イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-
h) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48
時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
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Figure 38. LA-ICP-TOF-MS による Fe イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) 
それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時間
曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
Figure 39. LA-ICP-TOF-MS による Cu イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) 
それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時間
曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
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Figure 40. LA-ICP-TOF-MS による Zn イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) 
それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時間
曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
Figure 41. LA-ICP-TOF-MS による Br イメージ．a) - d) それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, 
citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 24 時間曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真．e)-h) 
それぞれ Ag NP (Φ5 nm, citrate)、(Φ20 nm, citrate)、(Φ20 nm, PVP)、および(Φ50 nm, citrate)を 48 時間
曝露させた細胞スフェロイドの薄切写真． 
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 ナノ粒子および小分子プローブの MCS 内部への浸透 
 
MCS 内部に浸透した Ag 量、およびエオシンに起因する Br 量を比較した。画像処理ソフトウ
ェア（ImageJ) を用いて、31P イメージから MCS 内部領域を設定し、その領域における 109Ag お
よび 79Br の信号強度を積算した。109Ag の信号強度は別途作成した検量線から定量値に変換され
た。各数値をプロットしたものを Figure 42 に示した。各 MCS において、内部に浸透したエオ
シンに起因する Br 量は同等であった。つまり、ナノ粒子の取り込みを制限するバリア機能を解析
するにあたって、小分子を含むすべての化合物を制限する構造とはなっていないことが確認でき
た。結果、小分子を透過させる機能は一定であるとした上で、銀ナノ粒子の取り込み量が粒子径
の減少に伴い増加する傾向が確認できた。実際に、Ag NP（φ50 nm)に対して Ag NP（φ5 nm)
の銀ナノ粒子が内部に取り込まれた量は 1000 倍以上も高かった。これらの結果より、MCS の銀
ナノ粒子の浸透に対するバリア機能は、粒子径依存的であることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figure 42.  細胞スフェロイド内部にて観測された Ag（fg) と Br (エオシン由来）の検出強度． 
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 MCS への銀ナノ粒子蓄積に起因する内在性ミネラルへの影響 
 
第１項 はじめに 
 
これまでの検討から、MCS に曝露された銀ナノ粒子の集積は不均一に分布することが確認され
ている。一方で、細胞培養培地に懸濁させた銀ナノ粒子は安定的に分散し続けることがわかって
いるため 46、この不均一な集積は MCS と銀ナノ粒子の相互作用により生じていると考えられた。
不均一性の要因の一つとしては、細胞周期等の生物学的な不均一性が考えられる。つまり、細胞
は休止、DNA 複製および有糸分裂を周期的に繰り返すことで生存、増殖を行っている。事実、凍
結保存された状態から全く同じ条件で培養し続けた細胞群であっても、異なる細胞周期の細胞が
混ざり合っていることがわかっている 59。これら細胞周期のずれを同調させることは容易ではな
い。生物学的な不均一性を有する MCS を俯瞰的に捉えた場合、異なる状態を有する組織モデル
の集合体としてみなすことができると考えた。そこで、銀ナノ粒子の集積に起因する内因性ミネ
ラルへの影響を個別に評価可能であると考えた。本アイデアをイラスト化したものを Figure 43
に示す。本研究で設定した銀ナノ粒子の曝露濃度は、2 次元培養細胞に対して評価された LD50に
対して 10 倍以上低い濃度で設定した。しかしながら、MCS への集積を局所的にみると数倍から
数百倍の差異があり、局所的には毒性を発現している可能性が考えられる。銀ナノ粒子の毒性は
溶解した Ag＋が惹起する酸化ストレスに起因すると考えられる。酸化ストレスを受けた細胞は、
防御機構として抗酸化酵素の合成等が引き起こる。抗酸化酵素等にはミネラルを補因子とするも
のがあり、それらの合成に伴い内因性ミネラル量が変動すると考えた。一般的な毒性評価では、
培養液に懸濁させた状態で細胞の生存率を平均値として算出される。これは、取り込まれた評価
化合物の量とその影響を細胞レベルで個別に評価するものではない。近年、細胞レベルで個別に
評価する手法として、サイトメーターを検出器として用いたマスサイトメトリー法が注目されて
いる 60。マスサイトメトリー法は、ICP-TOF-MS 装置を用いることで、その多元素同時検出能に
よって取り込まれた対象化合物と内在性ミネラルを個別に評価することが可能な手法である。さ
らに、1 秒間に 1000 細胞以上を処理可能なハイスループット性能も魅力の一つである。しかしな
がら、本手法に導入できるのは細胞懸濁液に限られ、MCS のように細胞外マトリックスを含む組
織モデルに適用することは不可能である。 
 本項では、開発した LA-ICP-TOF-MS 法の応用展開として、内因性ミネラルを酸化ストレスに
起因する防御機構のバイオマーカーとしての活用可能性を検証した。 
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第２項 ナノ粒子集積に起因する内因性ミネラル濃度への影響 
 
 本項では、本章第３節で取得した各元素イメージ上に約 20 µm 四方の領域を設定し、その中に
含まれるミネラル量を銀ナノ粒子の集積量に基づいてプロットし、銀ナノ粒子の集積に起因する
内因性ミネラルへの影響を解析した。評価対象は、最大と最小の粒子径を持つ Ag NP（φ50 nm）
および Ag NP（φ5 nm）の曝露モデルを対象とした。 
 MCS 外周部にて 20 µm×20 µm のエリアを設定し、エリア内のミネラル量と集積した銀
（fg）を Figure 44 にプロットした。Cu（fg）において、Ag NP（φ5 nm）および Ag NP（φ
50 nm）量との相関係数はそれぞれ 0.738 および 0.812 であり、銀ナノ粒子の集積によって増加
する傾向が確認された。Figure 44 c), g) の拡大図を Figure 45 に示す。それぞれの傾きは、Ag 
NP（φ5 nm）および Ag NP（φ50 nm）において、それぞれ 3.4×10-2および 6.7×10-4であっ
た。これは、Ag NP（φ5 nm）の方が Cu の上昇率が高いことを意味する。この反応を毒性に起
因するものと考えた場合、サイズの小さなナノ粒子の方が高い毒性を有すると言える。これは、
粒径の小さな銀ナノ粒子の方が高い毒性を示す既報 57, 58を支持するものであり、今回得られた
結果は妥当であると考えられた。しかし、本結果が生物学的な反応によるものかを結論付けるに
は、プロテインコロナについても考慮する必要がある。銀ナノ粒子に限らず、細胞培養液に懸濁
されたナノ粒子は共存するタンパク質によって速やかに被覆され、プロテインコロナと呼ばれる
状態を形成する 61。タンパク質は、アミノ酸残基を介したキレーションや静電的な吸着により、
ミネラルとの結合性を有する。その為、プロテインコロナを形成した銀ナノ粒子が集積部位への
ミネラル濃度上昇を引き起こし得ると考えられた。しかしながら、プロテインコロナに起因する
ミネラル濃度の上昇であれば、比表面積を考慮すると Ag NP（φ5 nm）は 100 倍高い値である
ので、より高い上昇率を示すと考えられる。 
Figure 43. 細胞スフェロイドを条件の異なる培養組織の集合体として捉えたモデルの概念図． 
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 次に、生体反応である際の作用機序について考察を行う。銀ナノ粒子は細胞に取り込まれた際
に、一部が溶解し生じた Ag イオンが活性酸素種の生成を介した酸化ストレスを惹起し、抗酸化
酵素の遺伝子レベルやたんぱく質合成に影響を及ぼすことが知られている 62。また Ag イオンは、
金属タンパク質であるメタロチオネイン（metallothionein：MT）の合成を誘発することも知ら
れている 63。メタロチオネインは、多くの金属イオンと高い親和性を示し、特に必須ミネラルで
ある Cu および Zn とは高い親和性を示す 64。Zn よりも Cu の方が 105 も高い親和性を有するこ
とが報告されている 65。以上をまとめた概略図を Figure 46 に示した。本項における Cu の特異
的な上昇は、１）Ag イオンにより MT のたんぱく質濃度増大、２）親和性の高い Cu が MT によ
り捕捉されることで細胞質内の遊離 Cu 濃度が低下、３）Cu の細胞外からの取り込み量増加、に
よる結果である可能性を考えた。 
 
Figure 44.  AgNP の集積と内因性ミネラル量の散布図．a)-d) Ag NP（φ5 nm, citrate-coating), e)-h) 
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating)．左から P、Fe、Cu、Zn の結果を示す． 
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Figure 45. Figure 43 における Cu の拡大図および近似曲線の傾き． 
Figure 46.  Ag NP が惹起する酸化ストレスによる影響の概略図． 
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第３項 小括 
 
本節では、MCS を異なる培養環境を有する実験群の集合体としてみなし、内因性ミネラルを
指標とした毒性評価モデルとしてのフィージビィティスタディを実施した。1 つの MCS を数個
から数千個の銀ナノ粒子を曝露させた小さな組織モデルとして取り扱い、P、Fe、Cu、および
Zn を対象に評価を行ったところ、Cu において銀ナノ粒子の集積量に依存した特異的な濃度上昇
が確認された。詳細な毒性の作用機序を解析するためには、ランタノイドを標識化した抗体を用
いた免疫染色法 59との組み合わせが有効であると考えられた。 
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 MCS へのナノ粒子の取り込み機序の解析 
 
第１項 はじめに 
 
銀ナノ粒子の取り込み量が粒子径の減少に伴い増加する傾向が確認できた。実際に、Ag NP（φ
50 nm)に対して Ag NP（φ5 nm)の銀ナノ粒子が内部に取り込まれた量は 1000 倍以上も高かっ
た。これらの結果より、MCS の銀ナノ粒子の浸透に対するバリア機能は、粒子径依存的であるこ
とが示唆された。細胞外マトリックスの主な構成要素はコラーゲンであり、主に線維芽細胞によ
って分泌される組織を構成するタンパク質の一つである。コラーゲン分子は自己会合によりコラ
ーゲン原繊維を形成する 16, 17。このコラーゲン原繊維は、分子内に規則的に並んだ 35 nm の間隙
を有する 16。また、このコラーゲン原繊維がさらに折り重なり、µm サイズの空隙を有する立体的
なポリマーネットワークを形成する 18-20。これらの情報を考慮し、Ag NP（φ5 nm, citrate-coating)
の銀ナノ粒子の取り込み量が著しく高い理由は、コラーゲン原繊維の間隙に対して十分小さい粒
径であったためと考えられた。次項にて、より詳細な解析を実施した。 
 
第２項 MCS 外周部におけるナノ粒子取り込みの経時解析 
 
 本章第４節にて、処理 24 時間後に MCS 内部へ取り込まれた Ag は粒径依存的に変化する傾向
が見出された。本項では、画像処理ソフトウェア（ImageJ）を用い、本章第 2 節にて取得した元
素イメージから、MCS 外周部における各銀ナノ粒子の空間分布を経時的に比較した。それぞれの
Ag および P イメージ全体から 6 本ずつのラインプロファイルを取得した。6 本のラインプロファ
イル中の 1 つを代表例として Figure 47 a)-d)にプロットした。残りは、各群の MCS 外周部での
空間分布を示すために、ピークトップおよびピークトップに対して 10％以上の信号強度が得られ
た範囲を Figure 47 e)にまとめた。結果として、Ag NP（φ5 nm, citrate-coating）は処理 24 時
間において既に MCS 外周部全体への広く分布している様子が確認できた。Ag NP（φ20 nm, 
citrate-coating)について、処理 24 時間の時点では大部分が MCS 外側から 20 µm 程度の深さま
での浸透しているのに対し、処理 48 時間後には MCS 外周部の内側との境界である約 30 µm ま
で到達している事がわかった。同じサイズで表面処理の異なる Ag NP（φ20 nm, PVP-coating)
では、処理 48 時間後においても依然としてピークトップは MCS 外側から 10 µm 程度の深さで
捕捉され続けていることがわかった。これは、Ag NP（φ50 nm, citrate-coating）と同様の挙動
であった。TEM 測定による銀ナノ粒子のコアの粒径が同じである Ag NP（φ20 nm, citrate-
coating)と Ag NP（φ20 nm, PVP-coating)の結果から、表面処理の違いに起因する吸着現象につ
いて考えた。吸着の場合、MCS 外部から内部にかけての単純な濃度勾配が生ずるものと考えられ
る。しかしながら、銀ナノ粒子は正規分布的に局在していたことから、吸着の可能性は低いと考
えた。つまり、MCS のバリア機構による銀ナノ粒子の捕捉は、単純な篩様の現象として説明でき
ると考えた。ここで、動的光散乱法（DLS)にて測定された水溶液中での流体力学半径
（Hydrodynamic diameter）を比べてみると、Ag NP（φ20 nm, citrate-coating)と Ag NP（φ
20 nm, PVP-coating)はそれぞれ、25 nm と 41 nm であった。つまり、Ag NP（φ20 nm, PVP-
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coating)は Ag NP（φ50 nm, citrate-coating)に近い流体力学半径（48 nm：φ50 nm)である事が
わかった。 
 ここで改めて、MCS 外周部を構成する物質に注目すると、アニリンブルー染色により、豊富な
コラーゲンが含まれていることがわかっている。コラーゲンは、主に線維芽細胞によって分泌さ
れる構造タンパク質の一つである。コラーゲン分子は自己会合によりコラーゲン原繊維を形成す
る 16, 17。このコラーゲン原繊維は、分子内に規則的に並んだ 35 nm の間隙を有する 16。また、こ
のコラーゲン原繊維がさらに折り重なり、µm スケールの空隙を有する立体的なポリマーネット
ワークを形成することが構造解析的に明らかとなっている 18-20。興味深いことに、ナノ粒子のサ
イズはコラーゲン原繊維が折り重なって形成される µm スケールの間隙よりも著しく小さいにも
関わらず、少なくとも 48 時間捕捉され続けた。この理由としては、コラーゲンと同じ細胞外マト
リックス成分の 1 つであるプロテオグリカン等の多糖類が間隙を埋めたためであると考えた 66。
この裏付けとして、相対的に細胞外マトリックス量が少ない低播種細胞数で作成したMCSでは、
Ag NP（φ50 nm, citrate-coating)が内部まで到達することがわかっている。これまでの情報を考
慮すると、銀ナノ粒子の取り込みは、流体力学的半径とコラーゲン原繊維に形成される間隙（35 
nm）に強く関係していると考えた。つまり、コラーゲン原繊維中の間隙サイズ以下である Ag NP
（φ5 nm, citrate-coating）と Ag NP（φ20 nm, citrate-coating)は、容易にバリア機構を通過す
る事ができた。Ag NP（φ20 nm, citrate-coating)の透過速度が Ag NP（φ5 nm, citrate-coating）
に対して遅い事については、3 次元的に折り重なったポリマーネットワークによる立体障害によ
るものと考えた。また、Figure 15 から MCS 外周部には増殖性の高い細胞が高い密度で局在して
いることがわかっている。加えて Figure 10 から、MCS は経時的にサイズが増大することもわか
っている。つまり、MCS の最表面から内側にかけて、バリア機能での成熟度の勾配があると考え
た。Figure 47 の結果を考慮すると、この勾配によりポリアクリルアミドゲル電気泳動のゲルによ
る篩様の機能を有していると考えた。そのため、Ag NP（φ50 nm, citrate-coating）であっても
10 µm 程度の深さまで到達することができたものと考えた。 
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Figure 47. MCS 外周部から内部にかけて曝露後の AgNP の局在をプロットしたもの(a-e)． 
e) 各群における傾向を把握する目的で、a-e と同様の操作を各群で 5 回繰り返した結果のプロット. 
ダイヤはピークトップを示し、ピーク幅は最大値に対して 10%以上の信号が得られた範囲を示す． 
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第３項 小括 
 
 本章では、粒子径および表面被覆の異なる銀ナノ粒子をプローブとして、成熟した MCS に対
して曝露された銀ナノ粒子の取り込み機構を解析した。これらの結果より、MCS への銀ナノ粒子
の取り込みは、細胞外マトリックスから形成される 3 次元的に折りたたまれた複雑なポリマーネ
ットワークによる篩様の現象にて制御されていると結論付けた。結果より、流体力学半径 41 nm
以上のナノ粒子は少なくとも 48 時間は厳密に捕捉され続けることが明らかとなった。本研究に
より得られた知見は、DDS のデザインにおいて生体内での振る舞いを理解するのに有用であると
考えられた。 
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第７章 総括 
 
 本研究の成果として以下の知見が得られた。 
・ナノ粒子曝露試験のための MCS 作製法を確立した。線維芽細胞の播種細胞濃度を制御するこ
とで、MCS 外周部のコラーゲン及び生細胞が高密度に含まれる構造体が形成できることを明らか
にした。高密度で形成された構造体は曝露されたナノ粒子が組織への取り込みを厳密に制御し、
生体組織におけるナノ粒子に対するバリア様機能を有することが明らかとなった。 
 
・MCS に取り込まれたナノ粒子および内因性ミネラルを細胞レベル(µm)の空間分解能で高感度
(10-15 g)に解析可能な LA-ICP-TOF-MS 法を確立した。MCS 外周部に高集積されたナノ粒子の局
在を詳細に解析したところ、単一細胞様構造体と同じ場所に位置することが明らかとなった。こ
の結果より、曝露されたナノ粒子は MCS 外周部に位置する細胞に取り込まれている可能性が示
唆された。 
 
・MCS 外周部において銀ナノ粒子が集積した部位を詳細に解析したところ、銀ナノ粒子の集積に
伴い fg レベルで銅濃度が上昇することが明らかとなった。銀ナノ粒子に起因する酸化ストレスに
ついて考察し、この特異的な銅濃度上昇は銀イオンによりメタロチオネインが誘導、合成された
一方、銀イオンよりも親和性の低いメタロチオネインに結合した銅イオンが遊離した結果である
と結論付けた。本結果により、内因性ミネラルをバイオマーカーとした新たな毒性評価モデルと
しての実用性を示すことができた。今後は、関連金属タンパク質に対する抗原抗体反応を利用し
た解析手法等を組み合わせることで詳細な作用機序解析を行う。本法を新たな毒性評価モデルと
して導入には、既存の毒性評価手法との比較から妥当性を示していく必要があると考える。 
 
・異なるサイズ、表面処理を施した銀ナノ粒子をプローブとして、曝露されたナノ粒子に対する
バリア機能について詳細な解析を行った。その結果、ナノ粒子の取り込みはコラーゲン原繊維か
ら構成される立体障害によるものであることが明らかとなった。そのため、DDS 開発において組
織内部まで透過させるためには、流体力学半径（Hydrodynamic diameter）として 41 nm 以下と
なるようにデザインすることで有効性の面において重要であることが明らかとなった。一方で、
毒性面においては表面状態の加工や修飾による動態解析結果を考慮することが重要であると考え
た。DDS 開発における本法の利点の一つには、定量イメージング手法であることがある。つまり、
定量されたナノ粒子数から担持させた化合物の量を間接的に見積もることができ、開発ステージ
における化合物スクリーニングにおけるスループット向上にも寄与できるものと考えた。また、
ランタノイドを標識化した抗体を用いた免疫染色法と組み合わせることで、内因性ミネラルだけ
でなくタンパク質の検出も可能となり、生体反応を包括的に解析できる分析ツールとして幅広い
研究領域で貢献可能であると考えた。 
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